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La premiére relation sur l’existence, en Guyane francaise, 
d'une affection présentant les caractéres de la fiévre jaune date 
du xvin® siécle. 


Elle est due A Pierre Campet, médecin et chirurgien en chef des 
hdpitaux militaires de Cayenne, qui, dépéché 4 Kourou le 10 juillet 1764, 


-y observe « une maladie épidémique ot: l’on vomit une matiére noire 
comme de l’encre ». Sur plus de 16 000 immigrants, 6 000 seulement 


> 


réchappent 4 ce que l’on appelait alors Ie « mal de Siam » [4]. 
J.-A. Garnier considére comme vraisemblable lorigine amarile du 
désastre de Kourou et émet I’hypothése de la genése sur place de la 
maladie [2]. 

L’année suivante, la fiévre jaune continue A se manifester d’une 
facon sévere. Sur 300 Allemands envoyés 4 l’Approuague au mois de 
septembre, il n’en reste plus que 3 au début de novembre. 

De 1793 A 1808, la maladie sévit presque chaque année non scn- 
lement en Guyane Francaise, mais aussi au Surinam et en Guyane 
britannique. 

Puis, débute une longue période considérée comme exempte de toule 
manifestation amarile bien que, d’aprés divers documents trouvés 
dans les archives du Gouvernement, une épidémie de « fiévre catar- 
rhale » (expression encore employée 4 l’é6poque pour désigner la fiévre 
jaune) ait été observée en 1823. 

Cette période silencieuse prend fin en novembre 1850, avec l’appa- 
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rition d’une épidémie meurtriére consécutive 4 l’arrivée 4 Cayenne 
de Vaviso « Le Tartare » provenant de Sainte-Marie de Belem. Au 
cours d’une période de trois mois, 685 cas sont traités 4 lhdpital ; le 
nombre des décés s’¢léve A 148, chiffre auquel il faut ajouter 63 décés 
survenus dans Ja ville. 

A compter de 1852, année du début de la transportation de lélé- 
ment pénal en Guyane frangaise, la fiévre jaune semble définitivement 
implantée dans le pays. Jusqu’en 1902, elle se manifestera chaque 
année soit par des cas isolés, soit par des épidémies plus ou moins 
importantes. 

Parmi ces dernitres, la plus violente se déclare brusquement en 
1855 dans les trois Guyanes et au Para. Elle débute en mai 4 Cayenne, 
s’étend peu d peu A presque toute la céte, et prend fin en décembre 
1856. Sur 6 288 Européens présents, 3754 sont atteints ; le nombre 
des décés s’éléve a 1 721. 

Durant l’année 1858, on reléve 200 cas, dont 51 décés. 

En 1873 et 1874, 335 cas, dont 152 décés, sont dénombrés a Cayenne, 
aux Iles, & Kourou et au Maroni. 

Une nouvelle ¢pidémie est observée en 1876-1877; elle atteint 
250 personnes au Maroni et & Cayenne et provoque 97 décés. 

La fiévre jaune sévit encore avec intensité en 1885-1886 (260 cas, 
116 décés) et en 1887-1888 (206 cas, 68 décés). 

Enfin, l’année 1901 voit le début de la dernitre épidémie importante 
observée en Guyane francaise. Garnier en a laissé une étude inté- 
ressante. Cette épidémie, qui s’étend sur une période de douze mois 
environ, frappe 471 personnes et cause 139 décés. Elle fait ses pre- 
miéres victimes en octobre 1901 4 Saint-Jean-du-Maroni, puis gagne 
successivement Saint-Laurent, Mana, Cayenne, les Iles et Kourou. 

Dans son étude, Garnier pose la question de la genése de 1’épidémie. 
Examinant les relations de la Guyane avec les pays contaminés, il 
rejette Ja possibilité d’ « une importation des germes ». Selon lui, la 
« préexistence, & Saint-Jean, de germes endémiques » et « son passé 
épidémique » sont des arguments en faveur d’ « un réveil initial 
de terroir ». 

Aprés l’épidémie de 1901-1902, la fiévre jaune n’est plus signalée 
qu’en 1909. Au mois de juillet de cette année, 2 cas sont observés par 
Le Camus [3]. Le territoire hollandais voisin avait enregistré, l’année 
précédente, 25 cas de fiévre jaune avec 6 décés. 


Telles sont les nolions connues sur les manifestations de la 
fiévre jaune en Guyane frangaise. Aucun cas humain n’a_ plus 
été observé depuis 1909. Est-ce a dire que l'état endémique, qui 
s’était maintenu dans ce pays pendant une période d’une cinquan- 
taine d’années, a cessé d’exister ? 

Il_y a quelques années, l’index stégomyien était fort élevé en 
Guyane frangaise, puisque l’un de nous l’a trouvé, A Cayenne, 
égal et méme supérieur a 80, en 1945 et 1947 [4]. Le D™ Walcott, 
de la Mission Rockefeller, l’estimait équivalent 4 100 en 1934 [5]. 
Jusqu’a une époque récente, l’agent vecteur habituel de la fidvre 
jaune existait donc en abondance dans ce territo:re. 
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Des recherches relatives 4 l’immunité anti-amarile chez l’>homme ont 
été pratiquées sur les populations des trois Guyanes, a l’occasion d’une 
vaste enquéte menée en Amérique du Sud par les membres de la Fon- 
dation Rockefeller. Des échantillons de sang, prélevés en 1934 sur un 
certain nombre d’habitants des trois territoires voisins, ont été 
éprouvés en vue de la recherche du pouvoir protecteur contre le virus 
amaril. Voici les résultats rapportés par Fred L. Sopcr [6] : 


qQ [-3) 
fa 4 n i=} 4 n me 5 =) 
; eee | ges | Es | e233 
PAYS LOCALITE S53 S57 i Saas 
oem Sacee) 2 BSA | 
A om Zoe eee a g 
oc 3 ov Sigs 
oa Ss 
Cayenne. . 2... 119 5 4,2 23 ans. 
Macouria... . 45 0 0 
Guyane francaise. |Kourou ... . 20 0 0 
Totaux .. 484 5 2,7 
Georgetown .. 93 4 4.3 21 ans. 
BUxtoOnie eee ue 32 0 0 
z New Amsterdam. 40 0 0 
Guyane anglaise. Blairmant. .. . 27 0 0 
Totanux .. 192 4 2,0 
Paramaribo. ..|{ 100 3 3,0 45 ans. 
Pad Van Wanika. oy 4 4,7 23 ans. 
8 
Guyane hollandaise. Tee a 1 - ; . 
Totaux ...| 200 4 2,0 


Schiiffner, “Walch-Sordrager et Hoekstra ont fait connaitre les 
résultats obtenus sur 369 sérums recucillis en Guyane hollandaise de 
1933 & 1937 [7]. Voici ces résultats : 


ERSONNES AYANT HABITE LE PAYS 


avant 1908 aprés 1908 


Nombre Positifs Nombre Positifs 
de sérums| ———————-— | de sérums,| ———$——$—_———— 
contralés | Nombre| p. 100 | contrdlés | Nombre} p 100 


Paramaribo ....... 60 34 57,0 233 25 11,0 
Intérieur (Noirs et Indiens) 
dela fonet , igs ore. 49 3 16,0 57 9 16,0 


498 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


Les auteurs soulignent en outre que, parmi les Noirs de Ja forét, 
la proportion de positifs s’élevait 4 23 p. 100 chez les hommes et 
i 4 p. 100 seulement chez les femmes. 

En Guyane britannique, 506 échantillons de sang ont été prélevés 
au cours des années 1938 et 1939 sur les habilants de divers districts 
de Vintérieur [8, 9]. La recherche du pouvoir protecteur antiamaril 
a donné les résultats suivants : 


{ 
/ NOMBRE POSITIFS 
AGE DES DONNEURS de sérums 
controlés Nombre p- 100 
| | 
aa ORS ve er ep armet a See cate 4% 2 44,3 
Sat OF aus ey Mok ee pes Oe 16 4 25)0 
10° a. 14 GNSS TES: Bo ake le 62 41 Algae 
AS hed DO: ONS ey Rie es ah ace «tee 64 V7 26,6 
CRE WE EST i emer aniles Simten samc gachc 464 ABS 34,2 
DOOR SOAS, wee. serach oe ree ae 89 36 40,5 
AQ ANSsetepltis eet SESS Pokal 100 60 60,0 
TVOtUs binned see’ ese 506 185 37,0 


En 1947, de nouvelles recherches ont été pratiquées en Guyane 
hollandaise par l'Institut d’Hygiéne Tropicale d’Amsterdam [40]. Les 
résultats obtenus, qui englobent ceux déja rapportés par Schiiffner 
et ses collaborateurs cn 1938, onl porté sur 184 sérums avec 388 résultats 
positifs, soit une proportion de 20 p. 100. En voici la répartition : 


I. — Noirs DE LA FoRET. 

Sexe masculin ....... 7% sérums — 20 posilifs = 26 p. 100. 
Sexe féminin...... .. 48 sérums— 2-pvsitifs = 4 p. 100, 
If. — IJnpreEns. 

Sexe masculin ...... . 42 sérums — 42 positifs = 29 p. 100. 
Sexe féminin....... . 46 sérums — 4 positifs = 25 p. 100. 


Enfin, de nouveaux contrdles pratiqués a lintérieur de la Guyane 
britannique, de 1947 4 1949 [44], ont donné les résultats suivants . 


347 sérums prélevés = 123 positifs, soit 36 p. 100. 


Des recherches précédentes, on peut conclure que, d’une part, les 
habitants des agglomérations céti¢res du Surinam et de la Guyane 
britannique ont subi autrefois les atteintes d’épidémies temporaires 
de fiévre jaune, et que, d’autre part, les habitants de l’intérieur de ces 
pays sont soumis a l’influence d’une infection amarile permanente, 
vraisemblablement en rapport avec lexistence d’un cycle sylvestre. 
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Depuis les controles effectués en 19384 par les membres de la 
Fondation Rockefeller, Vimmunité antiamarile n’avait plus été 
6tudiée sur les populations de la Guyane francaise. Ces premiers 
contréles n’avaicnt d’ailleurs intéressé que quelques localités du 
littoral et l'on ne possédait aucun renseignement sur |’incidence 
de la fiévre jaune dans la zone forestiére ‘du territoire. Il y avait 
done la une lacune que nous nous sommes efforcés de combler. 

Au cours de l'année 1951, l'Institut Pasteur de Cayenne a 
recuecilli 574 échantillons de sang dans diverses régions de la 
Guyane francaise (1). Ces échantillons ont été expédiés par voie 
aérienne a l'Institut Pasteur de Dakar ot ils ont été soumis 
a lépreuve de séro-protection antiamarile. Un certain nombre de 
spécimens inulilisables ayant été éliminés, les épreuves ont fina- 
lement porté sur 531 sérums parmi lesquels 115 ont donné un 
résultat positif, soit une proportion globale de 21 p. 100. Voici 
le détail des résultats obtenus. 

Les sérums expertisés proviennent de sujels qui peuvent étre 
classés de la fagon suivante selon leur position géographique et 
le groupe ethnique auquel ils appartiennent : 


TapLeau IJ. 
IIS TEI D RIE PAB ALE AIA EEG LA LIE EAI 9 SERED IL AI ALP I I ADE DEEL LORELEI IES IE IE ESE AISLES 5 
NOMBRE RESULTATS POSITIFS 
REGION GROUPES ETHNIQUES de s¢érums 
tests Nombre p. 100 
4 Creoles... totes ees 390 68 47 
rn ee Indiens Galibis ... . 7 0 0 
397 68 styl 
Noirs réfugiés du Ma- 
roni (Boni et Bosh) . 81 31 38 
: Indiens Roucouyennes 
Zone forestiére. du Haut Maroni. . 7 7 26 
Créoles du Haut Maroni. 26 9 34 
13% 47 35 
Fotal générales... 5. deat 5314 4415 21 


SSSI SELES BSI CESS A I ET LL I AEE OIL LE SL TEAL, 


La répartition des résultats suivant le sexe et Page des donneurs 
de sang est indiquée dans les deux tableaux suivants : 


(1) Nous adressons nos sincéres remerciements aux D*s Pauleau, 
Billard, Vacher et Saccharin qui ont bien voulu nous aider a récolter 
ces échantillons. 
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TaBieau II, 
NoMRRE RESULTATS POSITIFS 
GROUPE ETHNIQUE SEXE de sérums 
testes Nombre p- 100 
Créoles et Masc.. . . 247 44 20 
Indiens Galibis. FEIN se 180 24 43 
Noirs réfugiés Masc.. ... 4 24 aa 
du Maroni BET er cs 40 40 25 
Indiens Roucouyennes | Masc.. .. . 43 3 23 
du Haut-Maroni Fém aries 44 4 28 
Créoles du Mascys.g; « 45 8 53 
Haut-Maroni Fém... ; 41 4 9 
Tot MaSCoyetot > 286 76 26 
pik pcaccaetiae ae FGty 2 ve 245 39 16 


TaBLEau III. 


CREOLES NOIRS INDIENS CREOLES 
et Indiens Heke ee du TOTAUX 
Galibis réfugiés Roucouyennes | yfant Maroni 
AGE 
‘ n| Positifs a | Positifs n| Positifs n| Positifs| , | Positifs 
(années) oe ae oe oe oo 
ae a ae ee aq 
BSI 1o/88121e l/s EN e Jae) & | sapeen waite 
22)2|" sla] esl 2] = esla|= jazi 4 |= 
Ge) S ener a Sela 2 a Ee} S a ne} . Sq 
Aap Oi Oa eh |) QSe i ae | eT eo 0 0 2) 0} 98 Se ee) 
40 a 49. T1| 4 5] 414] 4] 36) 8 2 25 | 44] 2 | 144110] 42] 14 
20 a 29902991 ens 9) TE ee ohare 3 400 401] 15 | 45 
31 Jts tees Wenayet | lame ll Pe Bet fa Hai [Demag al ag hE A 0 0 4; 0 0| 78] 14] 48 
ROB Ao ech D) lei p OSU AD a Dale AAs 2 67 SF 0} 43] 14] 32 
50 et au-dessus.| 81.) 37 | 45) 43] 7 | 54 71] 7 {100 }404} 54] 50 
397} 68 | 17} 81 | 31 | 38) 27 7 26:|265}. 9 |. 35.|/534.)445 | 24 


Enfin, dans le tableau IV, nous avons réparti les donneurs de 
sang en deux catégories : d’une part les sujets agés de plus de 
50 ans, qui étaient présents en Guyane francaise avant la derniére 
épidémie de 1901-1902, et, d’autre part, ceux de moins de 50 ans, 
nés depuis cette épidémie. 

Les résultats oblenus permettent de faire les constatations sui- 
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TarRLEAU LY. 


PLUS DE 50 ANS MOINS DE 50 ANS AGE 
du plus 
a Posilifs ¥ Positifs 
GROUPES ETHNIQUES og aie) jeune 
S281 6 a ee , 
Sees re eet eeei es | 3h 
ieee S = Zo € = th 
: = 5 . ositif 
* Z = Z, en 
Créoles et Indiens Galibis.| 81 37 45 316 31 9 8 ans 
Noirs réfugiés du Maroni.! 413 7 54 68 24 35 4 ans. 
Indiens Roucouyennes du 
Haut Maront: b=. 2) me 7 26 45 ans. 
Créoles du Haut Maroni . 7 7 400 49 2 40 42 ans. 
20 14 10 414 33 29 
Totaux .. 


vantes : les taux de sérums positifs sont neltement plus ¢élevés : 
dans la zone forestiére que dans la région cétiére, 

parmi le sexe masculin que parmi le sexe féminin, 

chez les sujets 4gés que chez les jeunes. 

La différence est du simple au double entre les régions de la 
cote et celles de l’intérieur : 17 p. 100 et 35 p. 100. 

En ce qui concerne la zone cétiére, le taux de 17 p. 100 est 
tres supérieur & celui obtenu en 1934 (2,7 p. 100). Il correspond, 
pour une part, 4 la présence de personnes agées qui avaient 
assisté aux derni¢res épidémies urbaines. Mais, ainsi que nous 
le verrons dans un instant, un certain nombre de résultats positifs 
ont été également relevés chez des sujets nés aprés les derniéres 
manifestations de la fiévre jaune. Il est trés probable que ces 
jeunes sujets ont acquis leur immunité dans la forét voisine de 
leur domicile, Quant au taux de 35 p. 100 fourni par les habitants 
de l’intérieur, il est certainement en relation avec une source 
d’infection entretenue en permanence dans cette zone. 

La moyenne générale du taux d’immunité suivant le sexe donne 
une nette supériorité 4 Vhomme (26 p. 100) sur la femme 
(16 p. 100). Dans certaines tribus vivant dans la forét, la diffé- 
rence est encore plus marquée: chez les Noirs réfugiés, la 
proportion est de 51 p. 100 pour homme et de 25 p. 100 pour 
la femme ; chez les Créoles du Haut-Maroni, elle atteint 53 p. 100 
pour le sexe masculin et tombe a 9 p. 100 pour le sexe féminin. 
Ces constatations nous autorisent 4 admettre que l’infection est 
acquise en dehors du milieu domestique ot les femmes demeurent 
le plus souvent cantonnées. 
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Par contre, chez les Indiens Roucouyennes du Haut-Maroni, 
le taux d’immunité est sensiblement le méme pour les deux sexes. 
Cette exception a la régle est vraisemblablement due au fait que 
les familles indiennes ménent une vie nomade, hommes et femmes 
étant soumis au méme mode d’existence. Nous avons déja noté 
que Snijders et ses collaborateurs avaient obtenu des résultats 
semblables en Guyane hollandaise : chez les Noirs de la forét : 
hommes, 26 p. 100; femmes, 4 p. 100; chez les Indiens : 
hommes, 29 p. 100; femmes, 25 p. 100. 

La répartilion des résultats suivant l’Age des sujets contrédiés 
montre une progression réguliére avec la durée de la vie. De 
G p. 100 entre 1 A 9 ans, la proportion monte 4 50 p. 100 chez 
les sujets agés de 50 ans et plus. ‘Les ages limites des fournis- 
seurs de sérum étaient de 1 an et 85 ans. Le plus jeune immunisé 
_est agé de 4 ans (Noir réfugié du Maroni), le plus vieux de 
85 ans (femme créole d’Iracoubo). 

Le tableau V fait ressortir la proportion de sujets immunisés 
suivant qu’ils étaient nés avant ou aprés la derni¢re épidémie de 
fiévre jaune de 1901-1902. Dans le premier groupe, cette propor- 
tion est de 50 p. 100; dans le second de 15 p. 100. 

Si nous considérons séparément les habitants de la_ région 
cotiére, les taux deviennent les suivants : 45 p. 100 chez les sujets 
de plus de 50 ans et 9 p. 100 chez ceux de moins de 50 ans. 
En ce qui concerne les personnes du premier groupe, le taux 
de 45 p. 100 met en évidence l’influence des épidémies auxquelles 
elles ont assisté. Certaines d’entre elles, A4gées de plus de 65 ans, 
ont méme traversé les trois épidémies de 1885-1886, 1887-1888 
et 1901-1902. Par contre, V’immunité acquise par les sujets de 
moins de 50 ans qui ont toujours vécu sur la céte ne peut 
s’expliquer que par une infection contractée dans la zone fores- 
liére proche du littoral. 

Pour les habitants de l’intérieur, nous obtenons un taux de 
70 p. 100 chez ceux de plus de 50 ans et de 29 p. 100 chez ceux 
de moins de 50 ans. Ces taux confirment l’existence d’une source 
@infection permanente, les risques de contamination chez homme 
augmentant avee la durée du séjour dans la forét. 


L’un d’entre nous a pratiqué une enquéte en vue de procéder 
4 une répartition plus précise des cas positifs. Par l’interrogatoire 
des sujets reconnus porteurs d’anticorps amarils, il lui a été 
possible de déterminer approximativement les régions ov ils 
avaient pu se trouver en contact avec le virus. Il est a noter. que 
le lieu du contact demeure parfois assez vague, car il a été alors 
impossible de préciser en quel point exact le virus amaril s’était 
manifesté. Voici la répartition géographique des cas posilifs : 

1° Bassin de 'Oyapock : 9 cas positifs. 

2° Bassin de l Approuague : 10 cas positifs. 
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3° Bassin de la Riviere de Kaw : 1 cas positif. 

4° Bassin de la Comté-Orapu : 4 cas positifs. 

5° Ile et Riviere de Cayenne : 6 cas positifs. 

6° Route nationale n° 1: 19 cas positifs. 

7° Bassin du Sinnamary : 9 cas positifs. 

8° Bassin de la Mana: 38 cas positifs. 

9° Bassin du Maron: 54 cas positifs. 

Dans plusieurs cas, Page des sujets immunisés a permis de 
déterminer le temps et le lieu ot Je virus amaril avait manifesté 
sa présence. 

Sur. Je bassin du Maroni, notamment, la découverte d’anticorps 
amarils chez de jeunes Bonis Agés respectivement de 15 ans 
(village Ponta), 5 ans (village Assici) et 4 ans (village Apatou) 
permet d’affirmer que le virus de la fiévre jaune a circulé dans 
ces trois villages, depuis 1939, 1946 et 1947. 

Parmi les Créoles du Haut-Maroni, une jeune fille de 16 ans, 
dont le sérum s’est montré protecteur, témoigne de la présence 
du virus dans le bassin de |’Inini depuis 1935. 

Sur l’Itany, affluent du Maroni, la fiévre jaune s’est manifestée 
depuis 1936, comme le prouve le résultat positif obtenu chez un 
jeune Indien de 15 ans de la tribu des Roucouyennes. 

Des constatations intéressantes sont également faites dans la 
zone cdtiere. Un garconnet de 9 ans, qui n’a jamais quitté les 
environs immédiats de Simnamary ow il est né, présente un test 
pos:tif. Il habite la Savane Jojo, couverte de marécages, et son 
pere posséde un abatis 4 7 km du bourg. En outre, l’interro- 
gatoire des parents nous apprend que Ja mére de cet enfant est 
morte le 18 décembre 1948, aprés une maladie de courte durée. 
Voisins et parents parlent de « jaunisse » et la Scour Marie- 
Angélique, du dispensaire de Sinnamary, déclare avoir effective- 
ment constaté chez la malade, quarante-huit heures avant le décés, 
des conjonctives trés jaunes, avec « exophtalmie », une forte 
fiévre et des « troubles mentaux » importants. 

Ces faits permettent de dédu:re que le virus amaril a manifesté 
sa présence depuis 1942 (et peut-étre depuis 1948) dans les envi- 
rons de Simnamary. 

Dans les régions voisines, l’existence du virus peut également 
étre située aA une époque récente : depuis 1943 dans l’Anse de 
Malmanoury (résultat positif chez un enfant de 8 ans), et depuis 
1939 a Trou-Poisson (résultat positif chez un enfant de 12 ans). 

Enfin le test positif relevé chez une jeune fille de 18 ans, habi- 
tant Saint-Georges-de-l’Oyapock, localité qu’elle a quittée unique- 
ment pour se rendre sur |’Inipi, prouve la présence du virus 
amaril depuis 1933 dans le bassin de l’Oyapock. 

Les résultats de l’enquéte ainsi pratiquée ont conduit a ]’établis- 
sement d’une carte donnant la répartition approximative des 
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régions ou le contact homme-virus amaril a pu se produ:re, ainst 
que l’époque ou ce contact a eu heu. 


Enquéte de 1951 sur le test de séro-protection amarile 
en Guyane francaise. 


(Carte dressée par HW Frocn.) 
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Répartition vraisemblable des points oi les contacts homme-virus ont eu lieu. 


Ainsi, les contréles de l’immunité antiamarile en Guyane fran- 
caise montrent que la fiévre jaune existe a l'état endémique dans 
ce territoire, bien qu’aucun cas de cette maladie n’y ait été sienalé 


. 
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depuis plus de quarante années. II était d’ailleurs a présumer que 
ces résultats se rapprocheraient sensiblement de ceux déja enre- 
gistrés au Surinam et en Guyane britannique: 

En considérant que 21 sujets dont l’age s’échelonne de 4 
a 19 ans sont porteurs d’anticorps amarils, que le taux d’immu- 
nité s’éléve 4 35 p. 100° chez les habitants de la forét, et que la 
proportion de tests positifs est nettement plus élevée chez homme 
que chez la femme, on peut affirmer que la Guyane francaise 
subit Vinfluence d’une infection amarile permanente, et présumer 
que la source de cette infection est constituée par la fiévre jaune 
de la jungle. 


La zone soumise a l’infection semble intéresser presque tout le terri- 
toire. En effet, contrairement 4 ce qui existe au Surinam et en Guyane 
britannique, la bande cétiére, dépourvue de végétation luxuriante, est 
trés réduite, et, le plus souvent, la forét dense arrive au contact de 
la mer. La présence d’anticorps amarils dans le sang de jeunes Créoles 
qui n’avaient jamais quitté les environs immédiats du littoral ne 
doit donc pas nous surprendre. 

La forét guyanaise est habitée par des tribus de simiens, et notam- 
ment de singes rouges ou singes hurleurs (Alouatta stentor), qui 
contribuent certainement a entretenir le cycle sylvestre de fiévre 
jaune ; ces singes existent encore actuellement A quelques kilométres 
de Cayenne. 


Il n’est pas sans intérét, 4 ce point de vue, de reproduire les 
lignes suivantes, extraites de l’ouvrage d’un explorateur de la 
Guyane francaise, et remontant au xvu°® siécle. La Fouche 
Mailtrie écrivait, en effet, en 1694: 


« Les Nouragues disent que, depuis deux mois, les singes rouges 
tombent des arbres par centaines, tous morts ; ils disent que c’est la 
maladie que nous appelons peste » (2). 

Que pouvait étre cette affection des singes rouges de la Guyane si 
ce n’est la fiévre jaune de la jungle? Le terme de « peste » a été 
autrefois employé pour désigner la fiévre jaune, lors des épidémies 
qui, en 1648, semblent bien avoir été les premiéres manifestations de 
cette maladie en Amérique centrale et aux Antilles [42]. 

A Voccasion de la vaste enquéte qu’ils effectuérent, de 1931 a 1935, 
en Amérique du Sud, les membres de la Fondation Rockefeller avaient 
mis en évidence l’existence de l’immunité chez homme dans des 
régions forestiéres dépourvues d’A. aegypli et appartenant a des pays 
voisins des trois Guyanes : au Sud, dans les Etats brésiliens de Para 
et des Amazones ; a 1’Est, dans une zone du Venezuela proche de la 
frontiére de la Guyane britannique. Se basant sur ces résultats, Fred 
L. Soper estimait que la Guyane britannique et la Guyane hollan- 


(2) Voyage de la Fouche Mailtrie (passage recueilli par M. J. Hurault 
qui nous l’a communiqué et que nous remercions). 
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daise devaient ¢tre, sans aucun doute, impliquées dans le probleme 
de la fiévre jaune de la jungle [43]. 


Les recherches que nous avons pratiquées montrent qu'il en est 
de méme pour la Guyane frangaise ; et c’est avec juste raison 
-que les trois territoires voisins ont été inclus dans la zone endé- 
mique, par l’ UNRRA, en 1945. 


La situation, telle qu’elle se présentait récemment, constituait 
done une grave menace pour les populations cdticres de Ja Guyane 
francaise : ]’existence d’une source permanente de virus amaril 
dans la forét et ’abondance d’A. aegypti sur le littoral rendaient 
a peu pres inévitable le déclenchement d’épidémies urbaines de 
fiévre jaune. Du fait qu’aucun cas de cette maladie n’a été observé 
depuis 1969, on peut admettre que ce territoire a élé favorisé par 
la chance durant une période relativement longue. 

Fort heureusement, cette situation a changé depuis quelques 
années. Le Bureau Sanitaire Panaméricain recommande |’éradi- 
cation d’A. aegypti de toute la zone caraibe. L’Institut Pasteur 
de Cayenne ia été en mesure d’appliquer d’une facon systématique 
les pulvérisations résiduelles de DDT en Guyane franeaise. ‘Les 
campagnes de 1949 et 1950 ont donné d’excellents résultats. 
L’éradication d’A. aegypti est un fait accompli depuis le deuxiéme 


semestre de 1949 pour la région cétiére habitée ; le dernier foyer 


de Vintérieur, de formation récente (1946-1948), a été neutralisé 
l'année suivante [14]. Ce résultat a été confirmé officiellement par 
le Bureau Sanitaire Panaméricain a la suite d’une inspection de 
contréle d’un de ses envoyés, en mai 1951 [45}. 

Le Bureau Sanitaire Panaméricain recommande également la 
vaccination antiamarile obligatoire. L’Institut Pasteur de Cayenne 
est prét a vacciner toute la population dés que les mesures légales 
nécessaires seront prises. Pour le moment, une séance de vacci- 
nations, au cours de laquelle les volontaires recoivent le vaccin 
de l'Institut Pasteur de Dakar par scarification, a lieu chaque 
semaine 4 |’Institut Pasteur de Cayenne. Nous n’avons jusquw ici 
enregistré aucun incident notable. 

Il ne fait aucun doute que la généralisation de la vaccination 
antiamarile permettrait de mettre la population guyanaise a l’abri 
du danger permanent que constitue la présence du virus dans la 
zone forestiére. L’exemple a été donné, sur un autre continent, 
par l’Afrique Occidentale Francaise qui, presque entiéremeni 
incluse dans la zone endémique amarile, a rendu obligatoire, dés 
1941, la vaccination contre la fiévre jaune. Le nombre des vacci- 
nations et revaccinations effectuées actuellement (juillet 1952) 
dépasse 38 500 000. En principe, les habitants de chaque territoire 
sont revaccinés tous les quatre ou cing ans. 
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‘Les résultats de cette vaste mesure de prophylaxie ont été 
remarquables. Alors que, de 1931 4 1940, la moyenne annuelle 
des cas de fiévre jaune était d’une trentaine environ en Afrique 
Occidentale Francaise, ce nombre a diminué progressivement par 
la suite pour tomber a zéro a partir d’octobre 1948. Prés de trois 
années se sont écoulées depuis lors sans qu’aucune manifestation 
amarile ait été observée chez Vhomme. En septembre 1951, deux 
cas de fiévre jaune, survenus dans le nord-Dahomey chez des 
personnes qui avaient échappé a la vaccination, sont venus 
apporter la preuve que le réservoir de virus sylvestre est toujours 
en activité, et que c’est bien a la vaccination en masse que les 
populations d’Afrique Occidentale Francaise doivent d’étre demeu- 
rées 4 Vabri du retour offensif de la maladie qui a été récemment 
constaté dans certains territoires étrangers voisins. 


Résumh. 


Apres avoir exercé des ravages importants au cours des xvin’ 
et xrx* siccles, la fiévre jaune ne s'est plus manifestée en Guyane 
francaise depuis une quarantaine d’années. 

Cependant, & une époque récente, l’index stégomyien était 
encore tres élevé sur le littoral de ce pays; en outre, des 
recherches relatives 4 ’immunité, pratiquées de 1934 a 1949 sur 
les populations des territoires guyanais voisins, avaient révélé 
Vexistence d’un réservoir de virus amaril permanent dans les 
zones foresti¢res, et il était 4 présumer que ce réservoir exislait 
également en Guyane francaise. 

Un controle de l’immunité a été effectué, en 1951, sur divers 
groupes ethniques du département francais. Les résultats de ce 
controle, qui a porté sur 531 sérums fournis par les habitants 
de la région cdtiére et de la zone forestiére, ont été identiques 
a’ ceux obtenus au Surinam et en Guyane britannique. La répar- 
tition géographique des résultats posilifs a montré que la zone 
soumise en permanence a l’infection amarile intéresse, 4 peu de 
chose pres, la totalité du territoire, luiméme presque entiére- 
ment occupé par la forét. 

Comme la présence de Ja fiévre jaune de la jungle a déja été 
signalée dans les régions voisines du Brésil et du Venezuela, 
peut admettre que la méme variété de la maladie existe éga- 
lement dans les trois territoires guyanais. 

Abondance d’A. aegypti sur le littoral et persistance dune 
source de virus amaril dans la forét constituaient une grave 
menace pour les populations de la Guyane francaise. L’éradi- 
cation compléte du vecteur habituel de la fiévre jaune, achevée 
depuis 1950, a supprimé le danger d’éclosion d’épidémies 
urbaines. La généralisation de la vaccination anti-amarile vien- 
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drait heureusement renforcer cette premiére mesure prophylac- 
tique, en annihilant le risque inhérent 4 la permanence du réser- 
voir de virus. 
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CONTRIBUTION A L’ETUDE 
DES PROPRIETES BIOCHIMIQUES 
DU BACILLE DE WHITMORE 


par P. pe LAJUDIE et E.-R. BRYGOO (’). 


(Institut Pasteur de Saigon.) 


On note souvent d’importantes discordances dans les descrip- 
tions des propri¢tés bioch:miques de Malleomyces pseudomallei 
publiées par différents auteurs. Certains n’ont d’ailleurs eu a leur 
disposition qu’un nombre restreint de souches. Dans ces condi- 
tions, lVidentification de ce microorganisme peut ¢tre malaisée 
pour les laboratoires qui n’ont pas coutume de le rencontrer. 

I] nous a paru intéressant de reprendre !’étude systématique 
des caracléres biochimiques et de quelques caractéres culturaux 
des 4] souches de notre collection, pour tenter d’en préciser 
quelques aspects. 

I. — Sovucnes iTUDIXES. 


Les recherches porterent sur 41 souches de M. pseudomallei 
d’origine humaine isolées 4 Saigon (dont 24 par nous-mémes) 
chez 24 malades différents. 

Répartition des 41 souches de bacille de Whitmore : 


ORIGINE ANNEE DE LER ISOLEMENT 

Sane ieee, Spinaes soso hg AGIOS OW cue: tars yeaa a ars crek ste 4 
BU SHON CES UL aNe ers Sot ho eerie nas Tree TRO RS CMs. ets Rates hee atiae teers ene 4 
Liquide’ pleural 22.27.00 fa Cie ~ AISI USAT SS. tehn: Meme. emt LL Pee 8 
Pxpectoration.-. w=. 2 2 se pe 4G 5 OE. Mead doth ee Meoprc 5 cae Ry oak owes ue 
Wieser eee cy este en esac DOM GOS TM iss kf BS oe 2 se eee eee 5 
Liquide symovialt. fo ns.) a. DE ENO DCE Pca vere R aor 3 td. ssumapnel sare a 44 
[TAs ORY (Aeptes sleet tere iar pete ar mE JpceIn¢onnules tise mar. .ie Aree cen 4 
Poumons (prélévement nécrop- 

CORN ap ae hoe pe Gee arity.) Mel 
Origine InconnUe. <<.) sh wa 2 

IJ. — Mivieux ET TECHNIQUES. 


L’incubation se faisait & 37° pendant les deux premiers jours, 
puis a la température du laboratoire (28° environ) les jours 
suivants. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 4 décembre 1952. 
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A. Evupr DES CARACTERES CULTURAUX. — a) Croissance sur eau 
de levure. — Le milieu était préparé selon la technique recom- 
mandée par Dumas et ensemencé avec une anse de culture sw’ 
eélose. 
~ b) Besoin en oxygene. — On ensemengait un tube do 1S min 
contenant 10 ml de gélose V. F., portée a 45°, avec I goutte dune 
culture de vingt-quatre heures. Le tube était ensuite brusquement 
refroidi. 

c) Utilisation du carbone du citrate de soude. — Cette propriété 
fut recherchée sur milieu de Simmons, ensemencé 4 partir d’une 
culture sur gélose. 

d) Production d'un voile en milieu liquide. — Ce caractére fut 
observé sur tube de Besson, sur bouillon ordinaire, sur eau 
peptonée et sur milieu de Sauton. 

e) Modification du pH. — Cette propriété fut recherchée par 
la réaction au rouge de méthyle sur une culture de quarante-huit 
heures en milieu de Clark-Lubs. 


B. Erupr DES CARACTERES BIOcHIMIQUES. — 1° Activilés réduc- 
(rices. a) Réduction du bleu de méthyléne. — On _ ajoute 
[ goutte d’une solution aqueuse 4 1 p. 100 de colorant 4a 10 ml 
de culture en bouillon de quarante-huit heures. La lecture se fait 
aprés trente minutes, puis douze heures a 37°. 

b) Réduction du rouge neutre. — Cette action fut recherchée 
en tube de Besson glucosé. 

c) Production @H,S. — La production d’hydrogéne sulfuré 
élait mise en évidence par culture en gélose au sous-acétate de 
plomb. 

d) Réduction des nitrates. — Nous avons utilisé la technique 
de Griess-Ilosva sur culture de cinq jours en bouillon nitraté. 
La réaction fut également praliquée sur culture en bouillon non 
nitraté, pour rechercher le pouvoir nitrifiant éventuel du bacille 
de Whitmore sur les protéines. Devignat considére cette espéce 
comme « Griess-négative ». 


2° Activilés protéolytiques. — a) Sérum coagulé. — Nous utili- 
sons du sérum de buffle. 

b) Gélatine. — ‘La culture se faisait 4 37°. 

c) Lait. — Ignorant les caractéristiques du lait utilisé par nos 


prédécesseurs, et désirant éliminer l’influence possible de la 
pasteurisation préalable, nous avons fait porter nos essais sur 
deux échantillons, l’un de lait pasteurisé, l’autre de lait non 
pasteurisé. Ils furent étudiés avec et sans addition de tournesol. 
Ils se comportérent de facon identique. 

d) Sang. — L’hémolyse fut recherchée sur gélose a 2 p- 100 
de sang, en boite de Petri. 

e) Indol. — ia mise en évidence de la production d’indol se 
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fit par le réactif de Kowacz apres deux et sept jours de culture 
sur eau peptonéc. 

f) Acétylméthylearbinol. — L’acétoine fut recherchée par la 
réaction de Voges-Proskauer, sur culture de trois jours en milicu 
de Clark-Lubs. 

3° Action sur les hydrates de carbone. — Nous avons utilisé, 
pour la plupart des sucres, de eau peptonée, additionnée, apres 
autoclavage, de 1 43 p. 100 de glucide en solution filtrée sur 
bougie, le rouge de phénol servant d’indicateur. L’attaque du 
glycérol fut recherchée en milieu de Stern, celle du mannitol, sur 
milieu semi-solide. Ces deux milieux étaient préparés selon la 
technique recommandée par Dumas. Les milieux liquides furent 
ensemencés avec I goutte d’une culture de vingt-quatre heures, 
le milieu au mannitol ensemencé par piqdre avec une parcelle de 
culture sur gélose. La cloche du tube de Besson glucosé per- 
mettait la mise en évidence d’une éventuelle production de gaz. 

4° Activités enzymaliques diverses. a) Catalase. — Elle fut 
recherchée par l’action de 1 ml d’eau oxygénée a 10 vol. sur une 
culture en gélose inclinée de quarante-huit heures. 

b) Coagulase. — La technique utilisée fut celle recommandée 
par Pochon (in Dumas) pour la recherche de la staphylocoagulase. 

c) Uréase. — Nous avons utilisé le milicu de Fergusson, modifié 
par Roland et M"® Bourbon (in Dumas). 


ll. — Resurracs. ~ 


A. CaractERES CULTURAUX. a) Cullure sur eau de levure. — 
Sur les 41 souches étudiées, 31 poussent en vingt-quatre heures ; 
37 en quarante-huit heures, toules ont poussé au septieme jour. 

b) Anaérobiose. — Les 41 souches donnent des colonies sur 
toute la hauteur. Nous n’avons constaté, ni production de gaz, ni 
culture en zones alternantes. 

c) Utilisation du citrate de soude. — Si Stanton ct Fletcher 
ont constaté que le bacille de Whitmore attaque le fumarate. 
aucun auteur n’a signalé Vutilisation du citrate de soude. Sur 
nos 41 souches, au septiéme jour, 39 poussarent sur milieu de 
Simmons, 1 ne donnait qu'une culture gréle, la derniére ne s'est 
pas développée. 

d) Production @un voile en milieu liquide. — Ce voile, abso- 
lument constant, nous a toujours paru caractéristique de la culture 
du bacille de Whitmore. Sur tube de Besson, le voile fin, remon- 
tant légérement sur les parois du tube, est teinté en rouge orangé 
par le rouge neutre. Cet aspect fut obtenu, dés Ja quarante- 
huiti¢me heure, avec les 41 souches étudiées. 

e) Réaction au rouge de méthyle. — Constamment négative au 
septi¢me jour. 
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B. Caractkres BrocuimiouEs. — 1° Activités réducirices. —- 
a) Bleu de méthyléne. — Les 41 souches réduisent le bleu en 
vingt-quatre heures. : 

b) Rouge neutre. — Le colorant est réduit en quarante-huit 


heures, nettement par 4 souches, légérement par 7 autres ; au 
bout de sept jours la réduction est manifeste pour 29 souches, 
faible pour 5 autres ; les 7 derniéres sont sans action. 

c) Production d’H,S. — Toujours faible, et inconstante ; 
12 souches seulement noircissent légérement la gélose au sous- 
acétate de plomb en sept jours (2 d’entre elles dés la vingt- 
quatriéme heure) ; les autres sont négatives. 

d) Réduction des nitrates. — Toutes les souches réduisent les 
nitrates en nitrites au cinquieme jour. 

Sur bouillon ordinaire, la réaction de Griess donna des résultats 
inconstants, variables d’un essai 4 l’autre. Mais a chaque essai 
il y eut un certain nombre de souches « Griess-positives » aprés 
quarante-huit heures de culture. 

2° Activités protéolytiques. — a) Sérum coagulé. — Trois 
souches commencent a le digérer dés la vingt-quatriéme heure ; 
a la quarante-huitiéme heure, on constate un début de liquéfaction 
avec 82 souches, une liquéfaction nettle avec 7 autres; au bout 
de sept jours, la digestion est trés avancée avec toutes les 
souches, 

b) Gélatine. — Elle est déja hydrolysée par 26 souches en vingt- 
quatre heures ; toutes Pont liquéfiée en quarante-huit heures. 

c) Lait. — Il est généralement admis que le bacille de Whitmore 
coagule le lait ; cependant, Stanton et Fletcher ne 1]’ont pas signalé. 
Nous n’avons jamais observé ce caractére, mais nous avons toujours 
constaté une peptonisation progressive et lente, commencant en 
surface, sans coagulation. 

Souvent dés la vingt-quatri¢éme heure et toujours a la quarante- 
huitiéme heure, le début de la peptonisation se manifeste par un 
éclaircissement du lait tournesolé, qui prend une teinte brundatre 
sur une hauteur de 2 4 38 mm environ, au-dessous de la couche 
de créme superficielle. Progressivement, la digestion va gagner 
en profondeur, par couches successives. Les couches les plus 
profondes, au niveau desquelles la peptonisation est moins 
avancée, sont moins transparentes que les plus superficielles. 
A aucun moment, on n’observe de coagulation ; au bout de sept 
jours, Je lait est peptonisé sur toute sa hauteur ; il ne reste dans 
le fond du tube qu’un dépét grisdtre granuleux. Sur lait noa 
tournesolé, le phénoméne est encore plus net, le liquide, jaune 
ambré, est plus transparent. 

Avec les 41 souches que nous avons étudiées, la peptonisation 
était déja apparente au bout de vingt-quatre heures pour 
7 souches ; au bout de quarante-huit heures, elle était trés avancée 


PROPRIETES BIOCHIMIQUES DU BACILLE DE WHITMORE 5413 


pour 17 souches, modérée avec les 24 autres ; au septi¢me jour, 
elle était compléte avec toutes les souches. 

d) Hémolysine. — L’un de nous a signalé par ailleurs le 
résultat de la recherche du pouvoir hémolytique sur les globules 
rouges de différentes espéces animales. Ce pouvoir hémolytique, 
faible, est cependant bien mis en évidence sur gélose au sang ; 
il s’exerce vis-a-vis des hématies de tous les mammiféres étudiés, 


celles de Vhomme étant les moins sensibles. Les hématies 
d’oiseaux sont particuliérement résistantes. 
e) Production dindol et d’acétylméthylcarbinol. — Aucune 
souche n’en produit au bout de sept jours. 
3° Action sur les hydrates de carbone. — Le tableau suivant 
résume les résultats observés : 
24 HEURES 48 HEURES 7 JOURS 
GLUCIDES 
Oo; =e] + fo}, +] + | ole) st 
Arabinose. . .| 44 | — | — | 414 | — |] — |} 21 ig Als 
Pentoses. Rhamnose ..| 44 | — | — | 4 —}|— | 25 |] 146) — 
Xylose ... 44 — |— | 41 — 9 9 23 
Galactose ...| 44] — | — A OS a |g oe eel 
Hexoses. Gincose’.... ~~.) 37 4 — | 23 | 16 2 7 5 | 29. 
Lévulose. ...| 44 |} — | — | 44 | — | — | 29 3 9 
f ; Lactose ....{| 44 | — | — | 40 4 |— | 48 5 yeas 
Diholosides. |Maitose . _ | .| 44 | —|— | 32] 8| 1] 44| 9 | 48 
Triholoside. |Kaffinose 44} —j}; —] 44} — J] — 5 Beet 
Dulcitol. ...] 44 | — |] — | 41 — | 4] — 
Polyalcools. |t:lycérol. . . .| 44 | — | — |] 44) —] —] 42] —] — 
Mannitol. ...| 44 | — | — | 41 — | 3x 3 
Glucid Amidon: .. .h 44 [| ~~ — | 44] — 7} = 3 4 ol Ete 
eae Dextrine. ..° | 44] —}— |] 22} 48] 4} 4] 4 1 39 
polymerises. |inuyline 4A eri We ee 3 As 


Toutes les souches fermentent, tardivement d’ailleurs, le galac- 
tose, aucune d’elles n’acidifie les milieux au glycérol et au 
dulcitol, la plupart sont sans action sur le lévulose, et 3 seulement 
attaquent faiblement le mannitol. Le xylose est fermenté par la 
majorité des souches : dans le travail de Blanc, Delage et Martin, 
ce sucre n’était pas attaqué par le bacille de Whitmore, mais 
l’était fortement par les souches de pyocyaniques ; ce caractére 
différentie] n’est done pas constant. 
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Nous n’avons pas observé, en sept jours, d’alealinisation secon- 
daire des milieux sucrés. 

L’ activité fermentative nous a paru indépendante du laps de 
temps écoulé depuis l’isolement de la souche (de six ans a quel- 
ques jours). \ 


4° Activités enzymatiques diverses. — a) Catalase. — Toutes 
les souches en produisent. 

b) Coagulase et uréase. — Leur recherche fut constamment 
négative. 


ResuME EL CONCLUSIONS. 


Nous avons ¢étudié les caracléres biochimiques et quelques 
caractéres culturaux de 41 souches de bacille de Whitmore isolées 
i l'Institut Pasteur de Saigon. 

Nous avons constaté que cette espéce est anaérobie facultative, 
pousse en eau de Jevure, peut en général utiliser le citrate de 
soude comme source de carbone et forme un voile caractéristique 
sur les milieux liquides. Le bacille de Whitmore fermente lente- 
ment, et sans production de gaz, la plupart des sucres usuels, 
mais est sans action sur les polyalcools ; c’est un germe réducteur 
et protéolytique ; 11 peptonise le lait sans coagulation préalable ; 
il élabore de la catalase et une hémolysine, mais ne produit ni 
coagulase, ni indol, ni acétoine. 
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ETUDES SUR LES PROPRIETES DES SERUMS 
ANTI-SEPTIGUM ET ANTI-H/STOLYTICUM 


par Mayiis GUILLAUMIE, A. KREGUER, M. GEOFFROY et G. READE (°). 


En 1946, nous avons signalé que de nombreux sérums anti- 
septicum employés a faible dose suppriment tolalement la nocivité 
de la toxine histolylicum ; en outre nous avons établi qu’il existe 
des sérums anti-histolyticum capables de neutraliser des quantités 
importantes de toxine septicum |4]. Récemment nous avons 
confirmé ces notions [2]. 

Au cours des différentes recherches que nous avons poursuivies 
sur le pouvoir antiloxique in vivo des sérums antigangréneux que 
nous mentionnons, nous avons toujours expérimenté avec des 
toxines précipitées par le sulfate neutre d’ammonium. Des quan- 
tités variables de chaque sérum, pur ou dilué, ont été additionnées 
soit de toxine seplicum, soit de toxine histolyticum en solution 
dans de l'eau physiologique. Les mélanges ont été laissés pendant 
quarante-cing minutes a a pu:s injectés par vole veineuse a des 
souris blanches de 17 4 20 g. En notant Jes survies, nous avons 
relevé Jes faits suivants : a) le sérum anti-seplicum obtenu pendant 
les deux premiers mois de l’immunisation du cheval ou du beeuf 
neutralise uniquement la toxine septicum : il est spécifique ; mais 
celui de nombreux animaux injectés pendant un temps plus long 
neutralise de fortes quantités de toxine histolyticum ; l’activité 
anti-histolyticum de l’immunsérum considéré résiste 4 quatre heures 
de chauffage 4 56° aussi bien que l’activité anti-septicum ; b) beau- 
coup de sérums anti-histolylicum provenant de chevaux longuement 
préparés par des injections de toxine histolylicum centrifugée et 
formolée neutralisent trés efficacement la toxine septicum ; leur 


activité anti-septicum est aussi stable a 56° que leur activité anti- 
histolyticum. 


Dans le tableau I, nous indiquons, en unités internationales par 
millilitre de sérum, les titres antitoxiques de 5 sérums anti-septicum 
et de 3 sérums anti- histolyticum fournis par des chevaux hyper- 
immunisés, réguliérement saignés et injectés tous les mois dans les 
conditions routiniéres actuelles. 

Dans la premiére colonne de ce tableau, nous notons le numéro des 
sérums ; dans la deuxiéme, le titre anti-septicum de chacun d’eux, le 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 4 décembre 1952. 
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TasLeau 1. — Titres antitoxiques de différents sérums de chevaux 
ayant recu, pendant longtemps, soit des injections de toxine 
septicum, soit des injections d'anatoxine histolyticum(titres exprimés 
en unités internationales par ml de sérum; titrages sur souris 
par voie veineuse). 


Titre anti-septicum déterminé Titre anti-hist. déterminé 
en présence : en présence 


d'une seule toxine]| de deux toxines : d'une seule toxine}| de deux toxines : 
: sept. hist, et sept, sept. et hist, 


1...... [140 sept] 
Cd 


eeee~ [350 sept] 
5.... [200 sept] 
10-20... [ 60 sept] 


3...++. [300 sept] 
375 40 ..... (65 hist.) 10...... [80 sept 
4 ..... 00 sept,] 
1 


400-450 45 ..... (40 hist.) sseeee | 50 sept.] 


40......(110hist.) 
400-450 = |250......( 40hist.) 


Sérums de chevaux uniquement préparés contre les antigénes histolyticum, 


<2 s are.0'0 (31'S bist.) 
5-10....(300 hist.) 
10-20....(150 hist.) 325 - 350 
30 ..,...( 40 hist.) 


S2......(500 hist.). 
2-4.....(300 hist.) 800-1000 


1800 300.... [35 sept.] 


Tox., toxine; sept., seplicum; hist., histolylicum. : 

Entre parenthéses : nombre dunilés anti-histolylicum, par ml de sérum, saturées de torine 
histolytique avant d’évaluer, en présence de toxine vibrion septique, l’activité anti-seplicuwm 
du mélange obtenu. : ; 

Entre crochets : nombre d’unilés anti-septicum, par ml de sérum, salurées de towine 
vibrion septique avant d’éyvaluer, en présence de toxine bistolytique, l’activilé anti-histolyticum 
du mélange obtenu. 


dosage étant fait, selon l’usage, uniquement en présence de toxine 
septicum ; dans la quatriéme, le titre anti-histolyticum recherché 
comme d’habitude en présence de toxine histolyticum. Voici, ainsi 
déterminée, l’activité antitoxique de différents sérums anti-septicum 
prélevés 4 des animaux ayant recu trois injections d’anatoxine septicum, 
puis des injections de toxine septicum centrifugée, non formolée. Le 
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sérum équin 166, récolté trente-deux mois aprés la premiére injec- 
lion d’antigénes, titre 400 A 450 unités anli-seplicum, 50 unilés anti- 
histolyticum (une unité anti-histolyticum neutralise 30 doses mortelles 
de la toxine homologue employée dans le titrage) ; le sérum équin 677, 
prélevé dix-sept mois aprés la premitre injection d’antigénes septicum, 
titre 375 unités anti-septicum, 80 unilés anti-histolyticum. Les sérums 
bovins 50 et 83, respectivement prélevés huit et dix mois aprés le 
début de l’immunisation, ‘titrent tous les deux 250 4 300 unités anti- 
septicum, 30 A 50 unités anti-histolyticum. Le sérum équin anti- 
histolyticum 882 S, prélevé treize mois aprés la premiére injection 
d’anatoxine histolyticum, titre : 1 800 unités anli-histolyticum, 40 unités 
anti-septicum. Les antigénes injectés aux chevaux et aux boeufs sont 
préparés avec la souche Feunten (Cl. septicum) et avec la souche Letivi 
(Cl. histolyticum). 


Aprés avoir recherché, comme nous venons de le rappeler 
succinctement, les activités antitoxiques homologue et hétérologue 
de divers sérums d’animaux immunisés dans différentes conditions, 
nous avons choisi des sérums a propriétés hétérologues suffi- 
samment marquées pour aborder sans trop de difficultés l’étude 
des problémes suivants : 

a) Un immunsérum oblenu aprés de nombreuses injections 
d'une exotoxine microbienne complexe perd-il complétement, ou 
en partie seulement, son activité hétérologue lorsqu’il est addi- 
tionné d’une quantité plus ou moins grande de la toxine contre 
laquelle Vimmunisation a été effectuée pendant longtemps ? 

b) L’activité homologue d’un sérum anti-septicum persiste-t-clle 
intégralement lorsque Vactivité hétérologue (anti-histolyticum) de 
ce sérum est supprimée par addition d’une quantité appropriée 
de toxine histolylicum ? Autrement dit : un sérum anti-seplicum 
neutralise-t-i] autant de toxine seplicum en présence qu’en l’ab- 
sence de toxine histolyticum ? 

c) Quel est le titre anti-histolyticum dun sérum anti-histolytique 
additionné de toxine vibrion septique ? 

Pour répondre a ces queslions, nous avons utilisé les sérums 
précédemment sélectionnés ; cette fois, nous avons entrepris de 
litrer chaque sérum en présence des deux toxines qu’il est capable 
de nevtraliser séparément. Dans des dosages de cette nature, il 
falla:t évidemment vérifier avec soin, par un titrage témoin, que la 
premiére toxine ajoutée au sérum n’était pas employée en exces ; 
lemploi d’une quantité trop grande de cette toxine étant sirement 
évité, la recherche de l’activité résiduelle du sérum vis-a-vis de 
la deuxiéme toxine était alors possible. 


PRINCIPE DES TITRAGES. — Des volumes égaux de sérum 
d’activilé antitoxique connuc, répartis dans des verres, sont 
additionnés d’une quantité calculée de l’une des toxines considé- 
rées, de volumes décroissants d'eau physiologique, puis, placés 
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pendant trente minutes dans une étuve 4 37°. Le premier de ces 
inélanges doit servir de témoin; aux autres, nous ajoutons des 
quantités croissantes de la deuxiéme toxine. Tous les mélanges 
ont alors le méme volume. Ils sont remis pendant trente minutes 
& 87° on ks les injecter par voice veineuse a des souris blanches 
de 17 a 20 g. Volume injecté 4 chaque souris : 0,5 ml. Les toxines 
sont eapiorsas aprés d:ssolution dans l’eau physiologique, 


Voici une partie de nos résultats : 


SERUMS ANTI-Ssepticum DE CHEVAUX LONGUEMENT IMMUNISES 
CONTRE L’EXOTOXINE septicum. 


a) Tirre anti-histolyticum DES SiRUMS ADDITIONNES DE TOXINE 
seplicum PUIS DE TOXINE histolylicum. — Les résultats de cette 
série de titrages sont notés dans la 5° colonne du tableau I : le 
titre est indiqué en unités internationales par ml de sérum ; les 
nombres placés entre crochels précisent combien d’un:tés anti- 
septicum, par ml de sérum, nous avons saturées de toxine vibrion 
septique avant de rechercher, en présence de toxine histolytique, 
le titre anti-histolylicum du sérum examiné. 

Premier exemple : Le sérum 151 est additionné, d’abord, de 
Ja quantité de toxine vibrion septique qui est capable d’inhiber 
activité de 350 unités anti-seplicum, puis, trente minutes plus 
tard, de toxine histolytique pour rechercher s'il posséde encore 
une activité anti-histolyticum. Résultat : le sérum 151 titre, dans 
ces conditions, moins de 3 unités anti-histolyticum. Si au lieu de 
saturer 350 unités anti-septicum nous en saturons seulement 200 
par addition de toxine homologue, le sérum titre alors 3 a 5 unités 
anti-histolyticum. Si 60 unités seulement anti-seplicum sont saturées 
de toxine septicum, le sérum titre alors 10 a 20 unités anti- 
histolyficum. Remarquer que le sérum 151 titre, en l’absence de 
toxine septicum, 60 4 80 unités anti-histolyticum (4° colonne.du 
tableau I). : 

Deuxiéme exemple : le sérum 166 titre moins de 4 unités anti- 
histolyticum lorsqu’il est additionné de la quantité de toxine 
septicum qui bloque Pactivité de 800 unités anti-seplicum ; il en 
titre 15 lorsqu’on a seulement saturé de toxine homologue 
50 unités anti-seplicum (ce sérum titre 50 unités anti-histolylicum 
en ]’absence de toxine septicum). 

Troisiéme exemple : le sérum 483 titre moins d’une unité anti- 
histolyticum aprés Vavoir additionné d’une quantilé suffisante de 
toxine septicum pour inhiber 140 unités anti-septicum (il titre 
10 unités anti-histolyticum en l’absence de toxine septicum). 

Ainsi done, l’activité hétérologue anti-hisfolyticum des sérums 
anti-septicum disparait lorsque 93 p. 100 environ de l’antitoxine 
anti-septicum de ces immunsérums est saturée de toxine seplicum ; 
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ils possedent encore 12 4 30 p. 100 de leur activité anti-histo- 
lyticum lorsqu’on sature de toxine septicum seulement le a 
20 p. 100 de l’antitoxine «anti-seplicum qu’ils contiennent. 


b) Tirre anti-septicum DES SERUMS ANTI-seplicum ADDITIONNES 
DE TOXINE HETEROLOGUE histolyticum, PUIS DE TOXINE HOMOLOGUE 
septicum. — Les résultats de la 3° colonne du tableau: I montrent 
que le sérum 166 titre seulement 45 unités anti-septicum lorsqu 1] 
est titré en présence de la quantité de toxine histolyticum qui 
supprime l’activité de 40 unités anti-histolyticum par ml. Il titre 
400 a 450 unilés anti-septicum d’aprés le dosage réalisé simplement 
vis-a-vis de toxine septicum (2° colonne du tableau I). L’activité 
homologue de ce sérum diminue donc fortement en présence de 
toxine histolyticum. De méme, celle des sérums 677 et 293. II suffit, 
en effet, de saturer de toxine histolyticum 65 unités anti-histolyticum 
du sérum 677 pour réduire 4 40 unités son titre anti-septicum. 
En l’absence de toxine histolyticum, ce sérum titre 375 unités anti- 
septicum. En présence de cette toxine, 3385 unités anti-seplicum 
deviennent donc incapables de neutraliser de la toxine septicum. 
D’aprés l'ensemble des résultats, l’activité homologue du sérum 677 
diminue de 89 p. 100 lorsqu’on supprime 81 p. 100 de son acti- 
vité hétérologue par addition de toxine histolylicum. Quant au 
sérum 293, il contient seulement 40 unités anti-septicum lorsqu’il 
est titré en présence de la quantité de toxine histolyticum qui 
annule 91 p. 100 de lactivité anti-histolylicum (110 unités) ; par 
contre, il contient encore 250 unités anti-seplicum lorsque le 
litrage est fait en présence de la dose de toxine histolytique qui 
inhibe seulement le tiers de Jl’activité anti-histolyticum, c’est- 
a-dire 40 unités. En l’absence de toxine histolytique le sérum 293 
titre 400 4 450 unités anti-septicum ; en l’absence de toxine sep- 
ticum : 120 unités anti-histolyticum (2° et 4° colonnes du tableau 1). 

En résumé: les sérums anti-septicum examinés neutralisent 
relativement peu de toxine homologue en présence d’une forte 
quantité de toxine hétérologue : ils perdent en moyenne, 90 p. 100 
de leur pouvoir anti-septicum lorsque les huit a neuf dixiémes 
environ de Jeur activité hétérologue sont préalablement saturés de 
toxine histolyticum. Leur titre anti-septicum ne diminue que de 
35 a 40 p. 100 lorsqu’on les additionne de la quantité de toxine 
histolytique qui supprime seulement le tiers de l’activilé hétérolocue 
anti-histolyticum. - 


SErums Anti-histolylicum DE CHEVAUX LONGUEMENT IMMUNISIES 
CONTRE L’ExoTOXINE hisfolyticum FoRMOLEE. 


a) Titre ANtI-septicum DES SERUMS ADDITIONNES DE TOXINE histo- 
lyticum PUIS DE TOXINE septicum. — Les résultats de la 3° colonne 
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du tableau I montrent que le sérum anti-hisfolylicum 557 titre 
moins de 2 unités anti-septicum lorsqu’il est additionné de la 
quantité de toxine histolyticum qui rend inactives 315 unités anti- 
histolyticum ; il titre 5 a 10 unités anti-septicum, lorsque la toxine 
histolyticum ajoutée sature 300 unités anti-histolyticum ; il titre 
30 unités anti-seplicum lorsqu’on sature seulement 40 unités anti- 
histolyticum, c’est-a-dire 12 p. 100 environ de son _ activité 
homologue. (D’aprés les résultats inscrits dans la 2° et dans la 
4° colonne du tableau I, ce sérum titre 40 unités anti-septicum en 
Vabsence de toxine histolyticum, 325 a 350 unités anti-histolyticum 
en l’absence de toxine seplicum). 

Le sérum 882 F (prélevé six mois aprés le début de l’immuni- 
sation du cheval 882) titre 2 a 4 unités anti-septicum aprés l’avoir 
mis en contact avec la dose de toxine histolyticum qui est capable 
d’inactiver 300 unités anti-histolyticum ; il titre moins de 2 unités 
anti-seplicum lorsque 500 unités anti-histolyticum sont saturées de 
toxine histolyticum (ce sérum titre 800 4 1 000 unités anti-histoly- 
tiques en l’absence de toxine seplicum). 

Donc, un sérum anti-histolyticum perd son activité hétérologue 
anti-seplicum lorsqu’on sature de toxine histolyticum 60 a 
95 p. 100 de l’antitoxine anti-hisfolyticum qu'il contient; il en 
conserve une partie notable lorsqu’on inactive une quantité 
moindre d’antitoxine anti-histolylicum. 


b) Tirre anti-histolylicum DES SERUMS ADDITIONNES DE TOXINE 
seplicum PpuIs DE TOXINE histolyticum. — Lorsqu’on ajoute de la 
toxine septicum aux sérums anti-histolytiques, on abaisse leur 
titre anti-histolytique. En effet, quand Je sérum 882 S est mis en 
contact avec la quantité de toxine septicum qui inactive 35 unités 
anti-septicum, il ne titre ensuite que 300 unités anti-histolyticum 
(5° colonne du tableau I). Puisque ce sérum contenait, en l’absence 
de toxine septicum, 1 800 unités anti-histolytiques et qu’1l titrait, en 
absence de toxine histolytique, 40 unités anti-septicum (2° et 
4° colonnes du tableau I), c’est done que la toxine septicum est 
capable de produire deux effets lorsqu’elle est introduite la pre- 
miére dans le sérum anti-histolytique examiné: elle inhibe 
35 unités anti-septicum sur 40 et rend inefficaces 1500 unités 
anti-histolyticum sur 1 800 (Vaffinité spécifique de ces 1 500 unités 
disparait) ; par conséquent, en supprimant 87 p. 100 de I’activité 
anti-septicum du sérum, la dose de toxine septicum employée 
dans le titrage empéche du méme coup 83 p. 100 de l’anti- 
toxine anti-histolyticum de ce sérum de se fixer sur la toxine 
homologue. De ces résultats on peut déduire que si toute 
Vactivité anti-septicum du sérum était annulée par une quantité 
suffisante de toxine septicum, le sérum ne_ neutraliserait plus 
heaucoup et peut-étre méme plus du tout de toxine histolyticum. 
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Les propriétés antitoxiques de ce sérum semblent dues a un 
i . . A baa 
complexe capable de fixer les toxines envisagées, plutot qu’a la 

présence de plusieurs anticorps nettement isolés. 


Pour éprouver les méthodes de titrage que nous avons utilisées 
jusqu’ici, nous les avons employées dans plusieurs autres cas, 
notamment dans les deux suivants : 

Premier cas. — Elles nous ont servi 4 déterminer les deux 
activités antitoxiques d’un mélange de sérum anti-septicum spéci- 
fique et de sérum anti-hisfolyticum spécifique (sérums prélevés a 
des chevaux en immunisation depuis peu de temps). Nous avons 
recherché : 

1° l’activité anti-septicum du mélange avant d’ajouter a celui-ci 
de la toxine histolyticum et apres l’avoir additionné de quantités 
variables de cette toxine ; 

2° le titre anti-histolyticum en l’absence et en présence de toxine 
septicum. 

Nous avons préparé de méme 4 autres mélanges et nous les 
avons titrés comme le précédent. 

Deuxiéme cas. — Nous avons expérimenté avec un sérum ant- 
perfringens polyvalent fourni par un cheval ayant recu des injec- 
lions répétées d’un mélange de toxines perfringens types A, B et D ; 
nous avons déterminé les titres anti-o, anti-B ct anti-e de ce sérum. 

1° Le titre anti-a : a) en présence de toxine perfringens type A ; 
b) en présence des toxines perfringens types B et A ; c) en présence 
des toxines perfringens types D et A. 

2° Le titre anti-B : a) en présence de toxine perfringens B ; b) en 
présence des toxines perfringens D et B. 

3° Le titre anti-e: a) en présence de toxine perfringens D ; 
b) en présence des toxines perfringens B et D. 

Au cours de ces titrages nous avons utilisé des toxines en solution 
dans l’eau physiologique. 


SERUM ANTI-septicum sPLCIFIOUE 
ADDITIONNE DE SERUM ANTI-histolyticum spicirIQuE. 


Les résultats du tableau II indiquent ceci: un mélange de 
sérums spécifiques anti-seplicum et anti-histolyticum conserve la 
majeure partie de son activité anti-septicum (80 A 90 p. 100) lors- 
qwil est additionné de la quantité de toxine histolyticum qui 
neutralise 90 p. 100 environ de l’antitoxine anti-histolyticum qu'il 
contient ; de méme, il garde la plus grande partie de son activité 
anti-histolylicum lorsque les neuf dixiémes environ de l’antitoxine 
ant:-septicum qu’il posséde sont préalablement saturés de toxine 
septicum. De telles observations n’auraient pu étre faites si notre 
procédé de titrage en présence de 2 toxines avait été défectucux. 
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Tasurau II. — Titres antitoxiques de cing mélanges antigangréneux 
différents : chaque mélange est préparé en ajoutant un sérum 
anti-septicum spécifique & un sérum anti-histolyticum spécifique (titres 
exprimeés en unités internationales, par ml de mélange; titrages 
sur souris par voie veineuse). 


Titre anti-septicum déterminé Titre anti-hist, déterminé 
anaes 
en présence en présence 


d'une seule toxine:| de deux toxines : d'une seule toxine :| de deux toxines: 
hist. et sept. hist. sept. et hist, 


40-50... (40 hist.) 


70-80,..(315hist.) 


(290 hist.) 


40 .....(280hist.) 3500'S. ccee 


Tox., toxine;: sept., seplicum:; hist., histolyticum. 

Entre parenthéses : nombre d’unités anti-histolyticum, par ml de mélange, satwrées de loxine 
hislolytique avant dévaluer, en présence de toxine vibrion septique, le titre anti-seplicum 
du mélange final, 

Entre crochets : nombre d'unilés anti-septicum, par ml de mélange, salurées de toxrine 
vibrion septique avant d’évaluer, en présence de toxine histolytique, le titre anli-hislolyticum 
du mélange final. 


Les données ci-dessus indiquent done que si le liquide titré est un 
mélange de sérums spécifiques, la premiére toxine introduite dans 
ce mélange se fixe sur |’antitoxine homologue et alors géne peu 
Vaction de la 2° antitoxine du mélange sur la toxine correspondante 
qui est ensuite ajoutée a celui-ci. Les propriétés antitoxiques de ce 
mélange sont par conséquent additives. Les résultats des pages 
précédentes ont montré qu’un sérum de cheval immunisé depuis 
longtemps contre les antigénes élaborés par Cl. septicum ou par 
Cl. histolyticum neutralise des quantités importantes de toxine 
seplicum ou de toxine histolyticum lorsquwil est mis en présence 
de l'une ou de l’autre de ces toxines mais qu’il est, par contre, 
nettement incapable de neutraliser ces mémes quantités lorsqu’il 
est, d’abord, additionné de l’une des toxines, puis de l’autre. 
Il se comporte done tout autrement qu’un mélange de sérums 
spécifiques anti-seplicum et anti-histolyticum, mélange formé 
d’anticorps distincts bien différenciés. Ce fait nous a engagées 
4 titrer dans les conditions précédemment indiquées un sérum 
anti-perfringens polyvalent d’un cheval immunisé a la fois contre 
tous les antigénes produits par 3 types de Cl. perfringens: A, 
Bet D. 


524 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


SERUM ANTI-PERFRINGENS CONTENANT LES ANTITOXINES 
ANTI-a, ANTI-B ET ANTI-€. 


1° Le sérum polyvalent examiné titre 38 unités anti-o d’apres les 
litrages faits simplement en présence de toxine perfringens A. 
Lorsque le titre anti-a est recherché aprés avoir saturé les neuf 
dixiémes de Jantitoxine 6p du sérum par addition de toxine 
perfringens B, le sérum lilre encore 88 unités anti-a ; de méme, 
lorsque le titrage est fait aprés avoir saturé les neuf dix:emes de 
l’antitoxine « de toxine homologue. 

2° Le titre anti-p du méme sérum anti-perfringens est de 
450 unités lorsque le titrage est effectué seulement en présence de 
loxine perfringens B ; il est également de 450 unités en présence 
des toxines perfringens « et B employées dans l’ordre suivant : 4 
des volumes égaux de sérum anti-perfringens, distribués dans des 
verres, nous ajoutons d’abord la quantité de toxine ¢ qui neutralise 
90 p. 100 de l’antitoxine e mise en ceuvre, puis des quantités décrois- 
santes d’eau physiologique ; aprés trente minutes de contact a 37°, 
les divers mélanges (sauf le premier) sont additionnés de quantités 
croissantes de toxine B (pour préciser le titre anti-B). Tous les 
mélanges ont alors le méme volume. Ils sont remis pendant trente 
minutes 4 37° puis injectés. 

3° Le titre anti-e du sérum est de 125 unités, que le dosage soit 
réalisé en l’absence de toxine perfringens B ou en présence de la 
dose de toxine perfringens B qui neutralise 380 unités anti-f. 

Par conséquent, dans des conditions expérimentales analogues a 
celles que nous avons suivies pour évaluer en présence de 2 toxines 
(septicum et histolyticum) l’activité anti-septicum et anti-histoly- 
ticum de tout sérum de cheval immunisé depuis longtemps contre 
Pune ou l’autre de ces toxines, nous avons pu déterminer correc- 
tement, en présence de 2 toxines perfringens de types différents, 
le taux des 3 antiloxines distinctes anti-a, anti-p, anti-e qui existent 
dans un sérum anti-perfringens fourni par un cheval préparé 
contre les 3 antigénes correspondants. 


Nous avons, en oulre, entrepris de rechercher en présence de 
2 toxines activité antitoxique du sérum des chevaux immunisés 
d’abord contre les antigénes septicum, puis contre les antigénes 
histolyticum ou simultanément contre tous ces antigénes. Nos 
résultats seront exposés ultérieurement. 


A la suite des notions que nous venons de rapporter, nous 
n €numérerons pas tous les caractéres distinctifs des cultures de 
Cl. septicum et de Cl. histolyticum ; nous en indiquerons seulement 
deux. Puis nous examinerons l’agglutinabilité des germes retirés 


de ces cultures et le pouvoir anti-infectieux de différents sérums 
anti-septicum. 
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a) Dans le bouillon Vf, Cl. septicum élabore une hémolysine 
oxygéno- stable et n’engendre pas de collagénase : cette hémolysine 
est évidemment neutralisée par |’anticorps homologue des sérums 
anti-septicum ; elle est inhibée aussi par les constituants lipidiques 
de nombreux sérums (sérums normaux et divers immunsérums, 
notamment : sérums anti-perfringens et anti-histolyticum spéci- 
fiques) ; par contre, les sérums anti-perfringens délipidés, riches 
en antitoxines anti-a et anti-@, les sérums anti-histolytiques déli- 
pidés ne suppriment pas son activité hémotoxique [8]. 

b) Cl. histolyticum sécréte une hémolysine sensible aux phéno- 
ménes d’oxydo-réduction [4] et une collagénase [5]. L’hémolysine 
oxygéno-labile de Cl. histolyticum est neutralisée non seulement 
par les sérums anti-histolytiques, mais encore par l’anti-hémoly- 
sine 9 des sérums anti-perfringens délipidés et par tout autre sérum 
contenant l’anticorps d’une hémolysine oxydable [6]. ‘La collagé- 
nase histolyticum est neutralisée par de faibles doses de nos sérums 
anti-histolyticum [2]; elle n’est pas inhibée par l’anti-collagénase 
lappa des sérums anti-perfringens. 

‘Lorsque nous saturons de toxine seplicum un sérum anti-histo- 
lytique complexe, nous ne diminuons pas le titre anti-collagénasique 
de ce sérum vis-a-vis de la toxine histolytique : titrages in vitro, 
en milieu tamponné a pH 6,5 et en présence de pastilles pesées de 
collagéne: A comme dans nos expériences sur la collagénase 
perfringens kappa [7]. 

c) Le pouvoir agglutinant de différents sérums normaux, celui 
des sérums anti-septicum et anti-histolylicum récoltés au cours 
de l’ immunisation des chevaux, est déterminé en mettant les sérums 
en contact avec des suspensions en eau physiologique de Cl. 
septicum (souche Feunten) ou de Cl. histolyticum (souche Letivi). 
Les suspensions microbiennes (préparées avec les germes obtenus 
en centrifugeant des cultures de vingt-deux heures faites en 
bouillon Vf glucosé a 1 p. 1000) sont réparties dans des tubes 
contenant des doses variables des sérums 4 comparer. Les tubes 
sont laissés pendant quatre heures a 37° et pendant vingt heures 
a la température du laboratoire. Voici les titres agglutinants in 
vitro, et le rappel des titres antitoxiques in vivo, de 2 sérums anti- 
septicum prélevés a des dates différentes au cheval 293 et ceux de 
2 sérums anti-hisfolylicum fournis par le cheval 882. 

Signalons que le sérum des chevaux qui recoivent des injections 
répétées de toxine septicum centrifugée ou de toxine histolyticum 
centrifugée et formolée est non seulement antitoxique mais encore 
agelutinant ; les agglutinines des sérums anti-septicum et anti- 
histolyticum de ces animaux accompagnent les pseudoglobulines 
antitoxiques [8]. 

Cheval 298 préparé contre les antigénes septicum. — Le sérum 
prélevé dix-sept mois aprés le début de |’immunisation présente les 
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propriétés suivantes : son titre agglutinant est de 20 000 vis-a-vis 
de Cl. seplicum et de 250 vis-a-vis de Cl. histolyticum. I contient. 
d’apres les titrages sur souris, 400 4 450 unités anli-septicum, 
120 unités anti-histolyticum (tableau I). Le léger pouvoir aggluti- 
nant que ce sérum manifeste a l’égard de Cl. histolyticum n'est pas 
supérieur a celui du sérum anti-septicum spécifique fourni par le 
cheval 293 cinquante jours aprés le début de limmunisation ; 
d’aprés les titrages sur souris, ce sérum spécifique ne supprimant 
pas l’action léthale de la toxine histolyticum titrait alors 250 a 300 
unilés antitoxiques anti-seplicum ; son pouvoir agglutinant a l’égard 
de notre souche de Cl. histolyticum est égal 4 350 comme celui de 
différents sérums normaux. (Le titre agglutinant de quelques 
autres sérums que nous avons titrés vis-a-vis de la méme sus- 
pension de Cl. histolylicum — sérums normaux ct sérums anti- 
septicum spécifiques a été égal a 20). 

Cheval 882 préparé contre les antigénes histolyticum. — Quatre- 
vingts jours aprés la premicre injection d’anatoxine histolyticum, 
le cheval 882 fournit encore un sérum anti-histolyticum spécifique ; 
Je sérum de la saignée faite a4 ce moment-la contient 300 a4 
400 unités antitoxiques anti-hislolyticum ; les propriétés aggluti- 
nantes de ce sérum sont les suivantes : son titre agglutinant atteint 
20 000 vis-a-vis de Cl. histolyticum et seulement 5 vis-a-vis de 
Cl. seplicum (il n’agglutine done pas le vibrion septique plus 
efficacement qu’un sérum normal). 

Le sérum 882 S, prélevé treize mois aprés la premiére injec- 
tion d’anatoxine histolylicum au cheval 882, neutralise la nocivité 
de la toxine septicum : il titre 40 unités anti-septicum (tableau I, 
2° colonne). Son titre agglutinant vis-a-vis de Cl. seplicum est 
insignifiant : il est en effet égal & 20, alors que vis-d-vis de 
Cl. histolyticum il est de 75 000. 

d) Les sérums anti-seplicum qui exercent un pouvoir antitoxique 
important vis-a-vis de |’exotoxine histolylicum conferent a l’animal 
auquel on les administre préventivement sous la peau, une immunité 
passive permettant a cet animal de supporter sans danger une 
injection ultéricure de culture histolylicum virulente. 


Exemples: les sérums 677 et 293, titrant respectivement 80 et 
120 unités anti-histolyticum (tableau I, quatriéme colonne), sont 
injectés 4 la dose de 0,6 ml sous la peau de différents cobayes ; vingt- 
quatre heures plus tard, on fait & ces cobayes une inoculation intra- 
musculaire de 3 doses mortelles de culture histolyticum adgée de 
24 heures : tous les cobayes ainsi traités survivent A l’épreuve infec- 
tante alors que les témoins (n’ayant pas recu de sérum) meurent 
avee les lésions habituelles. — Ainsi que nous l’avons dit précédemment, 
aucune injection d’antigénes histolyticum n’a 6té faite aux che- 
vaux 677 et 293 qui ont fourni les deux immunsérums complexes 
employés au cours de cet essai. — Meurent également, dans la méme 
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expérience, les cobayes qui recoivent en injection sous-cutanée, vingt- 
quatre heures avant l’injection intramusculaire de 8 doses mortelles 
de culture histolyticum, 1 ml de sérum anti-septicum  spécifique : 
ainsi, les sérums spécifiques 677 et 293, prélevés cinquante jours 
aprés le début de l’immunisation des chevaux 677 et 293, ne pro- 
tegent pas les cobayes contre l’infection envisagée. Le premier de ces 
anti-sérums contient, par millilitre, 200 unités antitoxiques anti- 
septicum, et le deuxiéme, 250 4 300. Nous avons signalé précédem- 
ment le titre agglutinant de ce dernier vis-a-vis de Cl. histolyticum. 


RESUME 


I. Le procédé des injections intraveineuses 4 la Souris appliqué 
a Vétude des propriétés antitoxiques de divers sérums antigan- 
gréneux permet d’observer les faits suivants : 

a) Beaucoup de sérums anti-septicum neutralisent un nombre 
important de doses mortelles de toxine histolyticum lorsqu’ils sont 
mis en présence de cette seule toxine. Lorsqu’on ajoute au préalable 
& ces immunsérums une faible quantité de toxine septicum, on 
diminue notablement leur activité anti-histolyticum ; si on les 
additionne de Ja quantité de toxine septicum qui sature une forte 
proportion (93 p. 100) de l’antitoxine anti-septicum qu’ils contien- 
nent, on fait disparaitre leur activité hétérologue anti-histolyticum. 

Inversement, quand on ajoute de la toxine histolytique aux 
sérums anti-septicum complexes on diminue l’activité anti-septicum 
de ces immunsérums : plus la dose de toxine ajoutée est grande, 
plus le titre anti-septicum baisse. 

b) En présence de faibles quantités de toxine histolytique, les 
sérums anti-histolyticum complexes neutralisent encore la toxine 
septicum ; en présence de quantités élevées de toxine homologue, 
ils ne neutralisent plus la toxine septicum. 

Inversement, l’activité homologue anti-histolyticum des immun- 
-sérums mentionnés est faible lorsqu’ils sont préalablement mis 
en contact avec de la toxine septicum. 

c) Les propriétés antitoxiques d’un mélange de sérums spécifiques 
anti-septicum et anti-histolyticum sont additives ; de méme celles 
d’un sérum de cheval préparé contre trois antigénes perfringens 
nécrosants. 

II. Les sérums anti-septicum capables de _ neutraliser la 
nocivité de la toxine histolytique protégent le Cobaye contre une 
infection a Cl. histolyticum. 
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CONTROLE DES VACCINS ANTIRABIQUES 
PAR EPREUVE SUR LE LAPIN 


par R. BEQUIGNON et C. VIALAT. 


(Unstitut Pasteur, 
[Service des vaccinations antirabiques].) 


La vaccination antirabique au moyen du vaccin phéniqué 
(mouton) a été adoptée par l'Institut Pasteur depuis le 1° avril 
1952 pour la prophylaxie de la rage chez l’homme, la méthode 
pasteurienne classique des moelles desséchées ayant été aban- 
donnée. Il convient d’indiquer les conditions expérimentales de 
’éprenve qui permet d’apprécier le pouvoir de protection du 
vaccin. 

Or, la référence a la souris, telle que l’a proposée Webster [4] 
et que l’ont définie Habel [2] et ses collaborateurs, n’est possible 
et valable que si l’on dispose d’un élevage nombreux d’une race 
spéciale de souris blanches 4 caractéres de croissance définis. 

Nous avons choisi le lapin domestique comme animal d’expé- 
rience, et nous croyons nécessaire de préciser les conditions d’une 
épreuve sur le lapin d’un poids de 2 kg 4 2,5 kg, facile 4 obtenir 
dans ce pays, les résultats obtenus étant alors constants quels 
que soient la race et l’Age des sujets de l’espéce. 

En effet, le virus d’épreuve est le virus rabique fixe lui-méme 
(souche Louis Pasteur). Inoculé par voie cérébrale, le virus tue 
50 p. 100 des lapins de 2 kg 4 la dilution de 1 p. 16000 en 
poids (dans l’eau distillée). Le volume inoculé est de 0,25 ml, 
les causes d’erreur étant ainsi réduites au minimum (a la diffé- 
rence de ]’inoculation dans la chambre antérieure de |’ceil). Les 
vaccinations sont faites au flanc de l’animal, dans le tissu cellu- 
laire sous-cutané. Les lapins sont éprouvés trente jours aprés le 
début des vaccinations, de la facon suivante : 

1° Un fragment de cerveau frais, de virus fixe de passage 
(lapin) de poids connu, est broyé au pilon dans un mortier 
refroidi 4 — 24° C, aprés addition de poudre de quartz stérile. 

2° Un volume connu d’eau distillée est ajouté de fagon Aa 
obtenir une émulsion au 1/10 en poids. 

38° Une centrifugation rapide (huit minutes a 4 000 t/m, centri- 
fugeuse Jouan) sédimente le quartz. 
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4° Les dilutions sont faites en eau distillée, 4 partir du surna- 
geant, les pipettes étant changées avant chaque brassage des 
dilutions. 

De nombreux titrages effectués dans les conditions ci-dessus 
depuis dix-huit mois, et portant sur un_ total de 96 animaux, 
donnent avec une remarquable constance les résultats suivants : 

La dilution au 1/15000 de virus fixe tue le lapin six fois 


sur sept. 
La dilution au 1/16 000 de virus fixe tue le lapin cing fois 


sur dix. 

La dilution au 1/18 000 de virus fixe ne tue jamais. 

Il parait donc superflu d’interpréter mathématiquement ces 
résultats avec la méthode cumulative de Reed et Muench [8], la 
dose 50 p. 100 mortelle (DM50) étant facile a préciser et ne 
variant pas dans les conditions de l’expérience. 

Cependant ce taux de virulence doit évidemment varier, non 
seulement selon la souche de virus fixe choisie pour |’épreuve, 
mais selon, le nombre de passages subis par la souche, le poids 
et les caractéres des lapins domestiques a la disposition, selon 
le climat du lieu de |’épreuve ; mais il n’y a pas de raison pour 
que ces facteurs modifient la dose mortelle 50 p. 100, une fois 
que ceJle-ci a été précisée dans les mémes conditions d’expérience. 

Les résultats de |’épreuve sont acquis dans les huit jours ; 
cependant il est souhaitable de conserver les animaux un mois 
apres l’inoculation d’épreuve, pour parfaire les résultats, la rage 
pouvant, dans des cas exceptionnels. (2 p. 100), se déclarer avec 
quelque retard. 

Ce taux de virulence étant connu, il est dés lors possible 
d’apprécier le pouvoir de protection des vaccins antirabiques, en 
éprouvant des lots de 5 lapins au trentiéme jour de la vaccination, 
avec des dilutions croissantes de virus fixe. 

Ainsi le vaccin phéniqué, injecté au flanc du lapin par voie 
sous-cutanée, 4 raison de 2 ml par jour pendant vingt jours 
consécutifs, protége le lapin de 2 kg, inoculé dans le cerveau 
au trentiéme jour de Ja vaccination, contre une dilution du virus 
au 1/5 000. 

Nous avons fait varier le volume des injections vaccinales, 
c’est-a-dire la quantité de vaccin inoculée et la durée de la vacci- 
nation. Les résultats traduisent l’intérét des injections massives 
plus que des injections répétées. 

A raison de 2 ml par jour pendant dix jours consécutifs, le 
vaccin phéniqué protége le lapin de 2 kg, toujours inoculé dans 
le cerveau au trentiéme jour, contre une dilution du virus 
au 1/10 000. 

Par contre, 4 raison de 1 ml par jour pendant vingt jours 
consécutifs, c’est-A-dire pour une méme quantité totale de vaccin, 
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i! ne protege pas le lapin contre une dilution au 1/16 000, ce 
qui confirme l’intérét de la précocité du traitement préventif et 
d’injections importantes (sinon massives) et précoces chez ’homme 
aprés morsure suspecte (1). 

Il convient, d’autre part, de comparer entre eux, a la lumiére 
de cette épreuve sur lapin, les résultats de la vaccination pasteu- 
rienne avec les moelles desséchées et ceux du vaccin phéniqué. 

Pour que les résultats soient comparables, nous avons vacciné 
les lapins avec des suspensions de moelle 4 5 p. 100 en poids (2) 
sous le méme volume (2 ml) que celui de la suspension de vaccin 
phéniqué, les suspensions étant faites au mortier refroidi. 

Eprouvés au trentiéme jour, les lapins vaccinés pendant 
vingt jours consécutifs par des injections sous-cutanées de 2 ml 
de vaccin phéniqué a 5 p. 100 résistent a Vinoculation de virus 
fixe d’épreuve aux dilutions de 1/12 000, de 1/10 000 et de 1/5 000. 
mais non a la dilution de 1/3 000. 

Les lapins vaccinés pendant vingt jours consécutifs a l'aide 
d’injections sous-cutanées de moelles desséchées (de quatre, trois 
et deux jours) résistent également 4 la dilution de 1/5000, mais 
non 4 la dilution de 1/3 000, et l’on constate que les pouvoirs 
de protection de l’un et de l’autre vaccin, obtenus avec un 
matériel virulent (moelle, cerveau) et une méthode d’atténuation 
(acide phénique, dessiccation) différents, sont cependant exacte- 
ment superposables. Cette expérience prouve d’ailleurs l’inexac- 
titude d’une hypothése souvent avancée sur le rapport entre la 
teneur en unités virulentes d’un matériel et le pouvoir de protec- 
tion du vaccin fabriqué avec ce matériel, et |’inanité d’une des 
principales objections faites du point de vue théorique a la 
vaccination pasteurienne a l’aide des moelles desséchées, car la 
plus haute dilution virulente de la moelle fraiche de zéro jour 
natteint pas 1 p. 3 000. 
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(1) Sous la réserve de la transposition des résultats expérimentaux 
du lapin & Vhomme et du virus rabique fixe d’épreuve au virus des 


rues. 
(2) Les moelles ont été pesées fraiches, avant dessiccation. 
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Il. — IMMUNISATION ANTI-HEMOLYTIQUE 


par R. LAPORTE, L. HARDRE DE LOOZE et R. SILLARD (”). 


(Institut Pasteur. Service de Sérologie.) 


Dans un travail antérieur [4], nous avons étudié Vaction anti- 
hémolytique in vitro de sérums oblenus par immunisation de 
moutons avec un sérum de cheval anti-hématies de mouton. 
Les anticorps contenus dans ces sérums préviennent I’action 
lytique du complément sur les globules sensibilisés par l’hémo- 
lysine spécifique. En outre, certains de leurs caractéres incitent 
a admettre l’existence, dans leur molécule, de groupements 
aclifs correspondant spécifiquement aux groupements supports 
de la fonction hémolytique des anticorps du sérum de cheval anti- 
mouton qui avait servi a leur obtention. 

Dans le présent travail, nous avons recherché si l’action des 
immunsérums anti-hémolyliques peut aussi s’exercer in vivo, en 
empéchant la destruction globulaire que produit, chez un anima! 
neuf, une injection d’un sérum hémolytique pour ses propres 
hématies. Le sérum anti-globules peut provenir d’animaux de la 
méme espéce et de groupe différent [2], mais le plus souvent on 
utilise des immunsérums d’animaux d’une autre espéce (hétéro- 
hémolysines « d’immunisation ») [8 a 9]. Malgré l’abondance des 
recherches, le mécanisme de l’anémie dite hémolytique obtenue 
expérimentalement par injection de ces sérums n’est pas parfai- 
tement éclairci. I] est, certes, acquis que le sérum hémolytique 
entraine la lyse, in viwo comme in vitro, des globules corres- 
pondants en les sensibilisant 4 ]’action du complément de 1|’animal 
lui-méme [2, 3, 5]. Néanmoins, il n’est pas douteux que cette 
hémolyse directe et rapide est en général discréte et hors de 
proportion avec le degré de destruction globulaire observé dans 
les heures et les jours qui suivent l’injection du sérum hémo- 
toxique. 

Les raisons qui expliquent le degré modéré de la lyse directe 
par l’action in vivo du complément sur les globules ayant fixé 
des hémolysines sont sans doute: d’abord le faible degré de 
sensibilité de ces globules au complément homologue [40] et aussi 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 6 novembre 1952. 
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l’existence de facteurs naturels anti-hémolytiques, présents dans 
le sérum de nombreuses espéces animales (chien, cobaye, lapin...), 
facteurs qui se comportent comme des anti-hémolysines spéci- 
fiques [40] (1). Quel est done le mécanisme de la destruction 
globulaire qui se prolonge longtemps aprés l’injection du sérum 
toxique ? Tous les auteurs sont d’accord pour faire jouer un réle 
au fait que le sérum anti-globules est agglutinant en méme temps 
que sensibilisant 4 l’action lytique du complément. Si le pou- 
voir agglutinant est élevé, bien que le pouvoir hémolytique 
mesuré in vitro soit faible, la destruction des globules in vivo 
est constamment intense [9, 46]. On peut (et nous nous en sommes 
aisément assuré dans nos expériences), mettre en évidence dans 
le sang circulant de l’animal une agglutination par les sérums de 
ce type [9, 14], mais il reste 4 comprendre comment |’agglutina- 
tion des globules peut entrainer leur destruction ultérieure. Trois 
hypothéses sont généralement proposées; sans doute sont-elles 
toutes plus ou moins fondées et peuvent-elles concourir en propor- 
tions variables suivant les cas. I] s’agit : 1° d’une augmentation 
progressivement croissante de la fragilité des globules agglutinés 
les rendant sensibles aux traumas mécaniques du courant san- 
guin [42]; 2° de intervention de « lysines » (lysocithine ?) tardi- 
vement issues des foyers nécrotiques, surtout hépatiques, que les 
agelutinats globulaires provoquent aux points owt ils sont 
arrétés [43 a 16]; 3° de la phagocytose intense, dans la rate 
notamment, des globules agglutinés [8, 17 4 20). 

Quelle que soit la complexité du processus de destruction des 
érythrocytes qui suit l’injection d’un immunsérum hémo-toxique, 
un seul point est indéniable : c’est que le facteur essentiel qui 
déclenche ce processus est l’action préliminaire des anticorps 
spécifiques contenus dans l’immunsérum. Donec, s’1l est possible 
d’obtenir des anti-anticorps inhibant cette action, leur interven- 
tion in vivo doit pouvoir prévenir tout le mécanisme secondaire 
de destruction globulaire. Nos expériences entreprises pour véri- 
fier cette hypothése ont été effectuées sur des lapins. 


TECHNIQUES. 


1° Préparation d’un sérum hémolytique (ou mieux hémo-toxique) 
cheval anti-lapin (sérum n° 845). — Ce réactif a été préparé et titré 


(1) On peut aussi supposer que les hémolysines, se comportant comme 
un enzyme, pourraient se libérer des globules lysés et se fixer sur 
d’autres encore intacts qui seraient alors lysés par le complément. 
Cette hypothése ne parait pas fondée quand le complément est de méme 
espece que les globules. Dans nos expériences, il a été impossible 
d’obtenir cette lyse entretenue en soumettant du sang de lapin + du 
sérum hémolytique a l’action, prolongée pendant deux jours, de 
complément homologue apporté par fractions successives. 
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suivant les techniques exposées dans un travail précédent [40]. Son 
titre hémolytique en présence de complément de lapin est 1/2 048 et 
son titre agglutinant : 1/4 096 pour les globules de méme provenance. 

2° Immunisation anti-hémolytique. — Dans les premieres séries 
d’expériences, nous avons tenté d’immuniser les lapins en suivant la 
technique la plus courante en Immunologie qui consiste a injecter 
des doses progressivement croissantes d’antigéne. Cette facon d’agir 
s’est révélée inutilisable quand l’antigéne est un sérum hémo-toxique 
car, malgré la lenteur de progression des doses, nous n’avons pas pu 
empécher un état d’anémie trés grave de s’installer chez nos animaux. 
De plus, son efficacité s’est révélée nulle ou trés modérée. 

Une seconde technique a alors été mise au point ; ses résultats ont 
été excellents. Elle consiste : 1° A céterminer la dose maxima de sérum 
toxique par unité de poids, pouvant étre supportée, par voie veineuse, 
par l’animal, sans baisse des érythrocytes dans les jours qui suivent ; 
2° A pratiquer alors des injections quotidiennes intraveineuses, de cette 
dose, pendant trois semaines. Avec cette méthode, l’immunisation 
a été obtenue sans retentissement sur l]’état de santé de l’animal, sans 
choc au moment des injections et sans baisse du nombre des érythro- 
cytes du sang circulant. Avec le sérum 845 la dose journaliére était 
de 1 cm® de sérum dilué au 1/20 pour un lapin de 2 750 g. 

3° Technique de titrage de lactivité anti-hémolytique des immun- 
sérums, — Elle a été effectuée comme dans notre travail déja cité [4]. 
Toutefois, elle a pu étre simplifiée dans la pratique : 1° en déter- 
minant l’unité hémolytique du sérum anti-globules utilisé dans 
les conditions de l’expérience (dose fixe de complément de lapin 
et de suspension de globules de méme provenance) ; 2° en éprouvant 
le sérum anti-hémolytique, pris en dilutions croissantes, en présence 
de cette unité hémolytique, tous les autres réactifs étant toujours A la 


olu du sé 1 i 
méme dose. On déterminait ainsi le rapport : volume ‘du set biocuan 


volume du sérum bloqué 
Ce rapport a toujours été faible chez le lapin, contrairement A ce que 
nous avons constaté chez d’autres espéces (mouton, cheval, chien) ; 
il a été en moyenne de 1/4 4 1/8, mais tous les animaux présentaient, » 
a la fin de la période d’immunisation (dix jours aprés la derniére 
injection), une activité anti-hémolytique réelle de leur sérum. 

4° Titrage de l’activité anti-agglutinante. — On 1’exécute par une 
technique analogue ; le titre agglutinant a toujours été nettement plus 
faible chez le lapin que le titre anti-hémolytique. Moyenne : 1 /40. 

5° Préparation de lapins témoins anti-sérum de cheval normal. — 
Méme technique que pour l’immunisation anti-hémolytique, sauf que 
le sérum hémo-toxique était remplacé par du sérum de cheval normal 
a doses plus élevées (vingt injections quotidiennes de 1 cm? de sérum 
au 1/2). A la fin de la préparation, le sérum de tous les lapins avait 
acquis un pouvoir précipitant trés fort pour le sérum de cheval normal 
(ou pour le sérum hémolytique de méme espéce). Par contre, aucun 
des lapins n’avait un sérum présentant un pouvoir anti-hémolytique ou 
anti-agglutinant notable. Ajoutons que nous avions pris soin de choisir 
les animaux de ce groupe sensiblement de méme age et de méme 
poids moyen que ceux de |’expérience d’immunisation anti-hémolytique. 
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[EXPREUVE PAR LE SERUM HEMO-TOXIQUE DES ANIMAUX IMMUNISES 
ET DES TEMOINS. 


Les lapins des différents lots : groupe A, animaux neufs 
pris comme témoins; groupe B, ceux de la série ayant subi 
Yimmunisation préalable ; groupe C, lapins préparés avec du 
sérum de cheval normal, et un dernier groupe D dont il sera parlé 
ensuite, ont été éprouvés dans les mémes conditions par deux 
injections intraveineuses du sérum hémo-toxique 845, effectuées 
4a une demi-heure d’intervalle (cela pour éviter les chocs anaphy- 
lactiques chez les animaux sensibilisés au sérum de cheval) ; 
doses : premiére injection, 1 cm* de sérum 845 dilué au 1/5; 
deuxiéme, 1 cm* au 1/2 (soit 0,7 cm* de sérum pur au total). 
Les résultats de cette épreuve ont été naturellement différents 
d’un groupe a l'autre : 


Groupe A. Témoins normAaux. — Dix-huit lapins, d’Age et de 
poids moyen comparables 4 ceux des autres groupes, sauf 2, 
choisis intentionnellement plus agés et plus lourds que les autres : 
3 800 g et 3 700 g au lieu de 2 750 g en moyenne. Immédia- 
tement avant l’épreuve, une numération des globules rouges était 
faite pour chacun d’eux; elle a donné chez tous des chiffres 
normaux (entre 4 500 000 et 6500000). Aprés les injections du 
sérum hémo-toxique qui ne provoquérent pas de symptéme 
anormal, dans les minutes qui suivirent, nous avons effectué 
d’autres numérations échelonnées : six heures, un jour, deux 
jours, trois jours, quatre jours et, pour les survivants, six, 
huit et quinze jours aprés |’épreuve. Les résultats, que nous ne 
pouvons pas rapporter en détail, ont été concordants et parfai- 
tement démonstratifs : 

Tous les animaux de ce groupe ont présenté une chute rapide, 
extrémement intense de la teneur du sang circulant en érythro- 
cytes, chute qui atteignait en moyenne 68 p. 100 aprés vingt- 
quatre heures (chiffres extrémes : 86 p. 100 et 50 p. 100). Dans 
les jours suivants, cette chute s’accentua encore jusqu’a la mort 
(8 moururent en moins de vingt-quatre heures, 8 avant la fin du 
deuxiéme jour, 4 avant celle du quatriéme). Le sixiéme jour il 
ne restait que 2 survivants qui finirent par se rétablir, c’étaient 
les deux lapins plus a4gés et de poids nettement plus élevé que 
les autres. Pour eux, l’épreuve n’avait pas été aussi sévére, le 
volume de sérum injecté ayant été le méme; ils n’en avaient 
pas moins réagi par une déglobulisation trés accentuée. A 
l’autopsie des animaux morts on a constaté le tableau des lésions 
déja maintes fois décrites : rate trés grosse et d’aspect hémor- 
ragique, noiratre ; foie criblé de fines taches irréguliéres, chamois, 
d’aspect nécrotique ; poumons normaux ou faiblement conges- 
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tionnés ; reins gros, mous avec signes de néphrite, surtout chez 
ceux qui moururent tardivement. Le sang, extremement pauvre en 
caillot globulaire présentait un sérum coloré en rouge par héemo- 
globine mais en général beaucoup moins que la déglobulisation 
massive ne le laissait supposer. 


Groure B. Animaux immuniséis. — Au nombre de 10. L’épreuve 
effectués en méme temps et aux mémes doses que chez les lapins 
témoins a donné des résultats opposés (tableau I). Au lieu 


Tasteau I. — Evolution du nombre des hématies chez les lapins du 
groupe B (immunisés) aprés l’épreuve par injection de serum 
hémo-toxique. 


NOMBRE DES iiEMATIES PAR MM° DE SANG 
(en millions) 
NUMERO 


des lapins Temps (en jours) aprés l’épreuve 
es lapix Meee ps (en jours) aj i 


l'épreuve 


4 6 8 


Ceo OR CR OS 
Ww Ot OF DO CO GO 
HR OF RR OTR 
LOD COMRADE 
OR MN OF ORR ORE 
Pero erak ewe 
CS Ko Se Se Sea er) 
Pot FOr 
SS Se Sa Se St Serer) 
mwonMmswiaine 


4 
5 
5 
5 
4 
5 
5 
4 
B) 
5 


wpro- 


de l’anémie intense observée chez les animaux du groupe A 
(diminution du nombre des globules rouges de 2500000 a 
plus de 4 000 000 en vingt-quatre heures), on peut dire que 
tous les animaux immunisés ont supporté l’épreuve sans 
retentissement sur le nombre des globules circulants ; la baisse 
légére chez deux d’entre eux ne dépassant pas en amplitude les 
oscillations observées a |’état normal chez les mémes animaux 
(une numération quotidienne avait été pratiquée pendant la 
semaine qui a précédé ]’épreuve). Tous les lapins de ce groupe 
ont survécu et n’ont présenté aucun signe anormal ; il est impor- 
tant de signaler qu’ils ont subi dans les trois mois suivants trois 


nouvelles épreuves identiques, en manifestant toujours la méme 
résistance remarquable (2). 


(2) Pour une de ces épreuves, nous avons utilisé un sérum anti- 
globules obtenu chez un autre cheval (n° 1093) et de titre équivalent. 
Le méme état d’immunité a été observé. 
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GROUPE C. ANIMAUX PREPARES AVEC DU SERUM DE CHEVAL NORMAL. 
— Il était essentiel de savoir si, ainsi que les expériences de 
nombreux auteurs tendent a le faire supposer [4], la protection 
parfaite des lapins immunisés contre l’action hémo-toxique n’était 
pas due seulement a l’existence, dans le sérum de ces animaux, 
d’anti-globulines de cheval réagissant avec les globulines-anticorps 
de méme provenance zoologique et neutralisant ainsi l’action 
toxique de ces anticorps, sans étre des anticorps véritables, 
adaptés a leur fonction. Pour cela, les animaux du groupe C ont 
élé préparés avec du sérum normal; leur sérum trés fortement 
précipitant pour l’antigéne préparant contenait bien entendu des 
anti-globulines de cheval. L’épreuve a été la méme que pour les 
animaux des autres groupes. 

Les résultats rapportés dans le tableau II concernent une pre- 


Tasteau II. — Evolution du nombre des hématies chez les lapins du 
groupe C (ire série préparée avec du sérum de cheval normal). 
preuve par du sérum hémo-toxique. 
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miére série de 10 lapins ainsi préparés. On voit nettement que 
tous ont réagi d’une facon trés différente de celle du groupe B 
et du groupe des témoins neufs. Par rapport a ceux-ci, il est 
incontestable que la préparation avec du sérum normal a conféré 
une résistance accrue, trés nette aprés vingt-quatre heures, mais 
qui tend dans la suite a s’effondrer, l’intensité de l’anémie étant 
presque aussi considérable chez les animaux des deux groupes 
dés le deuxiéme jour aprés l’épreuve. Pour bien vérifier cette 
constatation d’une résistance d’abord assez nette, mais qui cesse 
vite malgré la présence d’anticorps anti-globulines normales, nous 
avons préparé une deuxiéme série de 10 lapins, dans les mémes 
conditions que la premiére. Les résultats de l’épreuve faite ensuite 
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ont été tout aussi démonstratifs ; la baisse moyenne du nombre 
des hématies n’a atteint que 45 p. 100 aprés vingt-quatre heures 
(au lieu de 65 p. 100 chez les témoins neufs), mais les jours sul- 
vants elle s’est notablement amplifiée et on a observé la mort 
de 9 des 10 animaux éprouvés. Dans la premiére série de ce 
méme groupe, la survie avait été plus élevée (4 sur 10 se sont 
rétablis). 


Groupe D. ANIMAUX PREPARES AVEC DU SERUM DE CHEVAL NEPHRO- 
rox1ouE. — A ce stade de nos expériences, une objection se 
présentait : le sérum hémolytique et agglutinant anti-lapin, utilisé 
pour l‘immunisation du groupe B, contenait des anticorps forte- 
ment toxiques pour les animaux de cette espéce ; il n’en est pas 
de méme pour le sérum de cheval normal, trés bien toléré, méme 
a dose élevée. En outre, le sérum anti-globules est nettement plus 
riche en globulines y que le sérum normal. On pouvait done 
supposer que la réponse immunitaire de l’organisme A l’injection 
de globulines toxiques différe de celle qui suit l’injection de globu- 
lines normales, soit par suite de réactions secondaires liées a cette 
toxicité, soit méme, parce que certains des anticorps produits 
pourraient différer qualitativement ou quantitativement, sans étre 
pour cela réellement adaptés a la neutralisation des groupements 
fonctionnels hémo-toxiques. Pour vérifier cette question, l’expé- 
rience suivante a été entreprise 

Dix lapins ont été immunisés, dans les mémes conditions que 
ceux du groupe B, en remplacant le sérum 845 par un autre 
immunsérum de cheval, mais cette fois anti-rein de lapin au lieu 
d’étre anti-globules. Ce sérum, riche en globulines-anticorps 
néphro-toxiques pour le lapin s’est montré capable de déclencher 
une néphrite dite de Masugi lorsqu’on l’injectait a des lapins 
neufs, 4 dose convenable. Par contre, des injections quotidiennes, 
pendant trois semaines, 4 la dose fixe de 1 cm*® de sérum dilué 
au 1/10 n’ont provoqué aucun symptome anormal tout en faisant 
apparaitre. des précipitines abondantes anti-cheval. I] est a noter, 
en outre, que ce sérum contenait aussi des anticorps hémolytiques 
et agglutinants anti-globules de lapin mais de faible activité (titre 
hémolytique : 1/20 ; titre agglutinant : 1/64). Malgré cela, l’immu- 
nisation conférée aux animaux de ce groupe par le sérum anti-rein 
ne s'est pas révélée beaucoup plus forte contre l’action du sérum 
hémo-toxique que celle obtenue avec un sérum normal (groupe G). 
Aprés l’épreuve, on a observé la méme résistance assez nette dans 
les premiéres vingt-quatre heures mais qui devint beaucoup moins 
marquée dés le deuxiéme et le troisiéme jour. A noter toutefois 
que les animaux de ce groupe ont tous survécu et qu’ils présen- 
tarent un sang redevenu normal aprés deux A trois semaines. Ils 
ont donc, dans l’ensemble, mieux résisté que ceux du groupe C, 
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mais ils n’ont pas joui de la protection parfaite des animaux 
immunisés avec le sérum hémo-toxique (voir graphique I). 


CONSIDERATIONS GENERALES 
SUR LE MECANISME DE PROTECTION TOTALE OU PARTIELLE 
CONTRE L’ANEMIE HEMOLYTIOUE EXPERIMENTALE. 


Les expériences qui viennent d’étre exposées montrent 
quwil existe trois degrés de résistance 4 la déglobulisation par 
injection de sérum anti-globules (graphique I) : 1° résistance totale 
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Grapnique 4. — Variations du nombre des globules rouges dans le sang, aprés 
injection de sérum hémo-toxique. Chaque courbe représente ces variations 
pour un groupe de dix lapins : A, témoins; B, immunisés; C, préparés avec 
du sérum normal; D, préparés avec du sérum néphro-toxique. En abcisse : 
temps, en jours, aprés l’injection d’épreuve. En ordonnée : moyenne des pour- 
centages individuels calculés en fonction de la base 100 représentant le 
nombre de globules immédiatement avant |’injection. 


conférée par une immunisation, dans des conditions convenables, 
avec le sérum hémo-toxique lui-méme ; 2° résistance partielle et 
plus ou moins fugace produite par des injections antérieures de 
sérum normal ou d’immunsérum de méme provenance zoologique 
que le sérum anti-globules; 3° résistance nulle — ou qui, 
plutot, napparait pas dans les conditions ot nos expériences 
ont été suivies jusqu’ici — et qui caractérise les animaux témoins 
normanx. Quel est le mécanisme de ces degrés différents de 


protection ? 


1° PROTECTION REELLE PAR ANTI-ANTICORPS SPECIFIQUES. — Que 
la résistance par immunisation spécifique soit liée a des facteurs 
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sériques qui ne peuvent logiquement étre considérés que comme 
de véritables anti-anticorps, cela découle des expériences 
suivantes : 

a) Séro-immunisalion passive. — A la condition d’injecter, 
immédiatement avant l’épreuve, 4 des lapins neufs, une dose 
suffisante de sérum provenant des animaux immunisés comme 
ceux du groupe B, nous avons pu transmettre létat de protection 
parfaite contre l’épreuve effectuée dans les conditions déja 
décrites. [La dose nécessaire de sérum protecteur (injection intra- 
veineuse) était de 40.cm*; il est intéressant de faire observer que 
cette dose était en rapport avec le degré d’activité anti-aggluti- 
nante du sérum protecteur (1/40) et non pas avec celui de son 
pouvoir anti-hémolytique in vitro (1/4). Cela confirme |’importance 
primordiale de l’agglutination in vivo comme facteur de déglobu- 
lisation (nous avons déja signalé que la libération d’hémoglobine 
dans le plasma des animaux témoins neufs dans les deux premiéres 
heures qui suivent |’épreuve n’est pas aussi importante que nous 
le supposions tout d’abord, ce qui confirme |’importance relative de 
V’hémolyse directe par hémolysines et complément). 


TasLeau Ill. — Résultat de lexpérience 
de séro-immunisation passive : 3 lapins neufs. 


NOMBRE DE GLOBULES ROLGES PAR M3 
(en millions) 


NUMERO 
des lapins aprés l’injection protectrice + épreuve 
avant 
1 jour 2 jours 4 jours 6 jours 8 jours 
{ 5 4,3 5,2 5 4,6 4,9 
2 5,3 5 54 4,5 5 5,4 
3 6 5,2 52 5.3 3,7 5,2 


b) Absence de facteurs globulaires de résistance. — Les hématies 
des lapins immunisés se comportent in vitro comme celles des 
lapins neufs lorsqu’on les soumet, aprés les avoir soigneusement 
débarrassées du sérum par plusieurs lavages, au méme sérum anti- 
globules qui avait servi a l’immunisation (sérum 845). Le titre 
hémolytique et agglutinant de ce sérum est le méme lorsqu’on le 
mesure avec des suspensions de richesse égale des deux variétés 
de. globules. On n’observe pas, d’ailleurs, aprés l’épreuve des 
animaux immunisés, une abondance anormale de réticulocytes ou 
la présence d’hématies nucléées qui constitueraient un important 
élément de résistance globulaire accrue d’aprés les résultats d’un 
récent travail [22]. 
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2° PROTECTION PARTIELLE ET FUGACE DES ANIMAUX PREPARES AVEC 
DU SERUM DE CHEVAL NORMAL OU DU SERUM DE CHEVAL ANTI-REIN DE 
LAPIN. — Cette résistance, plus grande que celle des témoins neufs, 
4’ anémie hémolytique expérimentale, semble bien due également 
a la présence d’anticorps dans le sérum de ces animaux. Il s’agirait, 
dans ce cas, non plus d’anticorps anti-hémo-toxiques mais de 
simples anti-globulines de cheval. 

On peut démontrer aisément, a l’aide du test de Coombs, que 
Vintroduction du sérum hémo-toxique dans la circulation entraine 
la fixation sur les hématies de deux sortes de globulines : de 
cheval et de lapin. Nous avons préparé, pour cela, deux sérums-tests 
anti-globulines, d’une part un sérum de cheval anti-globuline de 
lapin (ce sérum était préalablement absorbé par des globules 
lavés de lapin afin d’éliminer les agglutinines qu’il contenait) et, 
d’autre part, un sérum de lapin anti-globuline de cheval (8). 

1° Le test de Coombs effectué avec le sérum anti-cheval 
(sérum II) a montré que les globules de tous les animaux soumis 
i l’épreuve par le sérum hémo-toxique sont énergiquement agglu- 
tinés par le sérum anti-globuline de cheval, ce qui démontre une 
fixation immédiate des anticorps de ce sérum par les globules. 
sensibles. Il est important d’insister sur le fait que les globules 
des animaux immunisés fixent, comme ceux des aulres groupes, 
les anticorps du sérum d’épreuve, et cela dés les premiéres minutes 
qui suivent l’injection. Le test de Coombs positif avec le sérum II 
Se mMaintient positif chez tous les groupes, pendant quinze a vingt- 
cing jours en moyenne ; la fixation des anticorps au niveau des 
globules est donc trés solide. 

2° Le. test effectué avec le sérum I (anti-globuline de lapin) est 
d’emblée fortement positif chez les animaux immunisés, ainsi-que 
chez ceux préparés avec du sérum normal ou anti-rein. Il se 
maintient positif chez ces trois groupes aussi longtemps que le test 
précédent. Par contre, chez les témoins neufs, le test au sérum 
anti-lapin, qui est d’abord positif dans les premiéres heures qui 
suivent l’épreuve, faiblit ensuite au fur et 4 mesure que la déglobu- 
lisation se poursuit (il est réguli¢rement trés faible 4 la vingt- 
quatriéme heure). Dans la suite, chez les rares survivants, il 
redevient nettement positif. 

L’interprétation de ces données semble, assez simple. Chez les 
lapins immunisés (groupe B) et chez ceux dont le sérum contient 
des anti-globulines de cheval (groupes C et D), il est clair que la 
fixation des anticorps hémo-toxiques par les globules entraine celle 
des anticorps anti-cheval présents en abondance dans le plasma 
qui baigne ces globules. Tout se passe comme si ce revétement 


(3) Ce sérum n’agglutinait pas les globules de lapins normaux, étant 
totalement dépourvu d’isoagglutinines. 
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secondaire ainsi constitué pour les hématies touchées par les hémo- 
lysines et agglutinines suffisait 4 les protéger parfaitement contre 
action toxique de ces anticorps, mais au cas seulement ot ce 
revétement est formé par de véritables anticorps ; s‘il est constitué 
par des globulines de ]’animal, incapables de neutraliser cette action 
toxique, la protection ne serait que partielle. 


3° FABLE RESISTANCE DES TEMOINS NORMAUX. — _ Chez les ani- 
maux neufs, l’apparition d’un test de Coombs positif au sérum [| 
(anti-globuline de lapin), aussitot que les globules ont fixé les 
anticorps toxiques, indique aussi que des composants du plasma 
ont été absorbés par les érythrocytes sensibilisés. Que le complé- 
ment représente au moins une partie de ces substances plasma- 
tiques fixées secondairement, cela ne peut faire de doute. Nous 
avons constaté que dés la premiére demi-heure qui suit l’injection 
d’épreuve, la moitié en moyenne du complément (dosable dans le 
sérum avant l’expérience) avait disparu. Mais, dans la suite, on 
observe un relévement progressif de la teneur sérique en complé- 
ment et aprés vingt-quatre heures elle est généralement revenue a 
son niveau initial. Et pourtant la déglobulisation se poursuit, 
intense, chez les survivants et il est bien difficile d’imaginer que 
seule cette baisse modérée et transitoire du complément sérique 
puisse suffire & expliquer la destruction massive des éléments 
rouges, déja enregistrée 4 ce moment de l’expérience, compte 
tenu des réserves probables de l’organisme en complément. Quoi 
qu’il en soit, on ne saurait penser que le complément forme !'e 
seul constituant plasmatique fixé par les globules sensibilisés, 
d’autres protéines se fixent et, en particulier, les facteurs naturels 
anti-hémolytiques contenus dans le sang de nombreuses espéces 
animales [40]. I] est facile de le prouver par des expériences in 
vitro. Sensibilisons des globules normaux par le sérum 845 & 
une concentration représentant approximativement celle qui est 
réalisée dans le sang d’un lapin normal, éprouvé comme il a été 
dit. Aprés lavage ces globules ne sont pas agglutinés par le 
sérum-test I anti-lapin. Mais si nous effectuons ce test aprés avoir 
fait séjourner, pendant trente minutes 4 87°, les globules sensi- 
bilisés dans du sérum frais de lapin ou dans du sérum inactivé 
a 56° de méme espéce ; ces mémes globules, lavés a nouveau, sont 
devenus fortement agglutinables par le sérum I. La fixation 
des anticorps du sérum 845 sur ces éléments les a donc rendus 
capables d’absorber, non seulement le complément, mais aussi 
d’autres globulines sériques thermostables. 

Pourquoi le revétement par des globulines du sérum normal, 
des érythrocytes sensibilisés in vivo ne peut-il jouer le méme 
role de protection, d’ailleurs relative, qu’exerce la fixation 
d’antiglobulines de cheval chez les animaux des groupes 


— 


IMMUNOLOGIE DE L’HEMOLYSE 543 


C et D2? Réponse difficile avec les données  présentes , 
sans doute le revétement par les  constituants normaux 
n’est-il pas, de loin, aussi dense que celui formé par les anti- 
corps. La constatation que les deux seuls témoins neufs_ sur- 
vivants aient été des animaux plus Agés et surtout de poids nette- 
ment plus élevé que la moyenne laisse penser que les animaux 
normaux peuvent aussi bénéficier d’un mécanisme protecteur 
efficace, & condition que les éléments de défense ne soient pas 
disproportionnés avec les facteurs d’agression globulaire. 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


De nos expériences il ressort que : 

1° Un état d’immunité marquée et durable peut étre réalisé 
chez le lapin, contre l’anémie hémolytique expérimentale pro- 
voquée, chez les témoins, par une injection intraveineuse d’un 
immunsérum de cheval anti-globules de lapin. 

2° Cet état d’immunité est réguliérement obtenu A la suite 
d’injections répétées chaque jour, du sérum hémo-toxique, a dose 
fixe et déterminée a4 l’avance de facon 4 ne pas provoquer au 
cours de ]’immunisation une baisse sensible de la teneur en 
globules rouges du sang circulant. 

Des injections plus espacées et 4 doses croissantes sont diffici- 
lement supportées, ce qui peut expliquer leur manque d’efficacité. 

3° L’état d’immunité est d’ordre sérique ; il s’accompagne de 
Vapparition d’anticorps neutralisant, in vitro, comme in vivo, 
Vactivité hémolytique et agglutinante du sérum hémo-toxique. 
I] est transmissible, par séro-immunisation passive, d’un animal 
immunisé 4 un animal neuf. Par contre, il n’existe pas de facteurs 
globulaires de résistance. 

4° La préparation de lapins, dans des conditions semblables, 
par des injections quotidiennes répétées de sérum de cheval 
normal ou d’immunsérum de cheval anti-rein de lapin ne leur 
confére pas l’immunité solide observée chez les animaux immu- 
nisés avec le sérum hémo-toxique lui-méme. Tout au plus 
observe-t-on un certain degré de résistance, d’ailleurs assez tran- 
sitoire, par rapport aux témoins neufs éprouvés de la méme 
facon. 

5° Le mécanisme de protection des animaux immunisés contre 
l’action hémo-toxique parait résulter de la fixation d’anti-anticorps 
neutralisants 4 la surface des globules ayant absorbé des anticorps 
hémolytiques et agglutinants. 

6° Chez les lapins préparés avec du sérum normal ou néphro- 
toxique de cheval, la protection partielle des globules semble 
devoir étre rapportée 4 un revétement dense de ces éléments par 
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des globulines du plasma qui représentent des anticorps anti- 
elobulines de cheval. 

7° Les globules de lapins normaux ne semblent pas dépourvus 
de tout mécanisme protecteur. La fixation a leur surface des anti- 
corps hémo-toxiques provoque l’absorption secondaire non seu- 
lement du complément (dont le role hémolytique ne parait pas 
considérable), mais aussi-de globulines, constituants plasmatiques 
normaux, thermostables, qui se comporteraient comme des anti- 
anticorps naturels, d’efficacité faible. 
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ACTION DES ASSOCIATIONS D’ANTIBIOTIQUES 
SUR LES GERMES AEROBIES 


par Y. CHABBERT (1). 


[Travail du Laboratoire de Microbiologie générale 
et du Laboratoire de I’Hdpital Pasteur (2).| 


De nombreuses études ont montré que sur un germe donné on 
pouvait obtenir, par une association d’antibiotiques, des effets 
différents de ceux obtenus avec les antibiotiques isolés et aug- 
menter ainsi leur champ d’action. 

Nichols [48] établit qu’il n’y a pas seulement addition des 
pouvoirs bactéricides, mais synergie effective entre la strepto- 
mycine et la pénicilline in vitro vis-a-vis du staphylocoque et du 
streptocoque. Spicer et Blitz [24] attirent l’attention sur le pouvoir 
bactéricide partiel des antibiotiques, c’est-a-dire sur les « sur- 
vivants », germes qui ne sont pas tués par une concentration 
inhibitrice, mais qui sont cependant aussi sensibles que la souche 
originelle. Lankford et Lacy [45] voient apparaitre au cours 
d’études photométriques sur l’association pénicilline-auréomycine, 
un antagonisme entre ces deux agents. 

Mais c’est surtout a Jawetz, Gunnison et Coleman [9, 40, 42] 
que l’on doit une étude complete des actions synergiques et anta- 
gonistes des santibiotiques associés. Ils ont mis en évidence 
notamment : 

1° La synergie de l’association pénicilline-streptomycine sur 
les streptocoques. Cet effet a été retrouvé en clinique par 
Hunter [44], Robbins et Thompsett [23], Cates, Christie et 
Garrod [5], Forbes [7]. 

2° L’antagonisme des associations entre pénicilline et auréo- 
mycine, chloramphénicol, terramycine. Effet mis en évidence 
in vivo par Jawetz et Speck [44] dans l’infection expérimentale 
de la souris a streptocoques et par Lepper et Dowling [46] dans 
les méningites a pneumocoques. 

3° IL’antagonisme des associations entre streptomycine et auréo- 
mycine, chloramphénicol, terramycine dans certaines conditions. 


(1) Société Francaise de Microbiologie, séance du 2 octobre 1952. 
(2) Nous remercions M"° J. Hervé pour son assistance technique. 
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Ces faits ont abouti A la régle générale énoncée dans un édito- 
rial du British Medical Journal: « On ne doit pas combiner un 
agent bactéricide (1° pénicilline, streptomycine, bacitracine) avec 
un agent bactériostatique (2° auréomycine, chloramphénicol, 
terramycine) [8]. 

Récemment, enfin, Jawetz et Gunnison [43] ont résumé leurs 
recherches en un schéma d’action des différentes combinaisons 
d’antibiotiques. 

Nous avons repris l’étude générale des principaux effets syner- 
giques et antagonistes par une technique permettant de combiner 
un grand nombre de concentrations des divers antibiotiques. Les 
résultats montrent qu’en dehors de faits précis se rapportant a 
une espéce microbienne, il existe de grandes différences de 
comportement d’une souche 4 l’autre. Nous avons recherché une 
technique simple permettant d’étudier la meilleure association 
possible dans chaque cas clinique. 


A. — ETuDE GENERALE. 


Jawetz et Gunnison ont étudié en général un trés petit nombre 
de concentrations (le plus souvent une seule) de deux antibiotiques 
isolés et associés, et ils ont observé le nombre de survivants 
pendant un temps assez long pouvant aller jusqu’a vingt-huit 
_ jours. 

Nous avons voulu vérifier si les résultats trés intéressants 
quwils ont obtenus sur les synergies et les antagonismes se véri- 
fiaient sur de trés larges éventails de concentrations. 


TEcHNIQUE. — On réalise des gammes étendues de deux anti- 
biotiques de fagon que les concentrations encadrent largement 
le point inhibiteur limite. On les associe suivant un dispositif en 
carré grace auquel chaque concentration d’un antibiotique se 
trouve associée avec chacune des concentrations de la gamme de 
autre antibiotique, et réciproquement (Bigger [2]). 

Pour chaque antibiotique, on fait une gamme de solutions 
méres en bouillon ensemencé sous un volume de 20 ml d’un titre 
double de celui que l’on veut finalement obtenir. 

On répartit 1 ml de chaque concentration mére de 1’antibio- 
tique I dans les tubes de Kahn de chaque colonne du dispositif 
et 1 ml de chaque concentration mére de |’antibiotique II dans 
les tubes de chaque rangée. Les tubes devant servir a l’étude des 
antibiotiques isolés sont complétés par 1 ml de bouillon ensemencé 
ne contenant pas d’antibiotique. On obtient par exemple le schéma 
figuré dans le tableau I. Les gammes les plus généralement utili- 
sées sont au 1/2 et comprennent 8 a 10 concentrations différentes, 
ce qui fait 80 a 120 tubes au total. 
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Avec ce dispositif on peut étudier, aprés des temps variables 
de culture, les phénoménes qui intéressent soit l’action bactério- 
statique, soit l’action bactéricide des associations. 

Il y a bactériostase lorsque le nombre de germes d’un tube 
a un temps donné est inférieur a celui d’un tube témoin, mais 
néanmoins supérieur A l’inoculum. L’appréciation de la bacté- 
riostase est faite par lecture photométrique des opacités et les 
points limites choisis sont tantét l’inhibition totale, tantot l’inhi- 
bition partielle avec évaluation de la concentration qui détermine 
50 p. 100 de la croissance du témoin. 

Il y a action bactéricide lorsque le nombre de germes d’un 
tube 4 un temps donné est inférieur au nombre de germes ense- 
mencés. Cette action peut étre totale ou seulement partielle ; on 
a alors affaire 4 des « survivants », germes qui échappent a 
action bactéricide de l’antibiotique au moment de |l’observation, 
et qui, repiqués, présentent néanmoins la méme sensibilité que 
la souche originelle. L’étude des survivants a été faite par la 
technique classique de numération sur plaques de gélose. Les 
résultats sont exprimés soit en donnant le chiffre absolu de survi- 
vanis, soit en établissant leur pourcentage par rapport a l’ino- 
culum. 

Le grand nombre de concentrations associées étudiées par ce 
procédé rend matériellement difficile l’observation des phéno- 
ménes 4 des temps divers. Nous nous sommes limité a une obser- 
vation au bout de seize a dix-huit heures. Les lectures plus 
précoces donnent, semble-t-il, des phénoménes moins nets et les 
lectures tardives peuvent donner des résultats différents ou méme 
inversés par suite des croissances tardives consécutives a la 
destruction des antibiotiques ou a la croissance de véritables 
résistants. 


Résuttats. — 1° Action des associations sur la bactériostase. 
— L’action des associations d’antibiotiques sur la bactériostase 
peut étre figurée par des graphiques habituellement utilisés en 
pharmacologie. Nichols [48] et Despois et Pinnert [6] les ont 
appliqués aux antibiotiques. Selon eux « on exprime les 
doses bactériostatiques de chaque corps dans un mélange en 
pour 100 de la dose bactériostatique du méme corps agissant 
seul. On détermine les points trouvés en portant un antibiotique 
en abscisse et l’autre en ordonnée. S’il y a addition d’action des 
deux corps, les points trouvés se situent sur la droite joignant 
les deux points marqués 100 des deux coordonnées. La potentia- 
lisation est d’autant plus marquée que les points s’écartent davan- 
tage de cette droite et se rapprochent des coordonnées. » 

Nous avons étudié de cette facon les associations : 

Pénicilline-streptomycine, 
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Pénicilline-chloramphénicol, 

Streptomycine-chloramphénicol, 

Chloramphénicol-terramycine 
sur des souches de streptocoques (12 souches), staphylocoques (10), 
E. coli (5), Salmonella typhi (8), etc., avec les résultats suivants 

a) Comme Richou, Gerbeaux et Schlaepfer [22], nous n’avons 
jamais obtenu d'action antagoniste ou seulement indifférente des 
diverses associations. L’effet minimum obtenu est un effet d’addi- 
tion. Le plus souvent il y a potentialisation suivant des courbes 
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ciations d’antibioliques exprimés en pourcenlage de la dose bactériosla- 
tique. 


d’allure variable, mais dont la grande majorité passent par des 
points compris entre 20 p. 100 et 40 p. 100 de la dose inhibitrice 
des deux antibiotiques agissant seuls. 

b) Les effets maxima ont été obtenus avec l’association péni- 
cilline-streptomycine et les effets minima avec les diverses asso- 
ciations entre le chloramphénicol, la terramycine et l’auréomycine, 
mais sans que des régles générales puissent étre établies. 


c) Dans les associations qui montrent un effet antagoniste de’ 


laction bactéricide d’un des antibiotiques, on trouve un effet 
d’addition ou de potentialisation de l’activité bactériostatique. 
Ceci se rencontre notamment avec l'association pénicilline- 
chloramphénicol sur les streptocoques du groupe D, association 
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qui, par ailleurs, s’est montrée antagoniste expérimentalement 
chez l’animal et en clinique. 

d) Il existe de trés grandes différences entre les souches et le 
phénoméne varie beaucoup suivant l’inoculum, le temps d’obser- 
vation et le point inhibiteur choisi (inhibition partielle ou inhi- 
bition totale). 

En raison de tous ces faits, les techniques d’étude des asso- 
ciations utilisant seulement l’observation des effets bactériosta- 
tiques, si elles ont un intérét théorique certain, semblent peu 
susceptibles d’apporter des renseignements sur la meilleure asso- 
ciation en clinique. 

2° Effet des associations sur l’activilé bactéricide. — Dans les 
résultats qui vont suivre, les chiffres figurés sont ceux du nombre 
de « survivants » au bout de seize a dix-huit heures sur un ino- 
culum donné. Ces survivants isolés et retitrés montrent le méme 
taux de sensibilité que la souche primitive ; cependant, avec la 
streptomycine, on peut parfois mettre en évidence parmi eux de 
véritables résistants. 

Il y a synergie lorsque le nombre de survivants trouvés pour 
une association de deux concentrations de deux antibiotiques 
différents est inférieur 4 celui obtenu pour les concentrations 
correspondantes de chaque antibiotique agissant seul. Il y a au 
contraire antagonisme lorsque ce nombre est supérieur. 


PENICILLINE-STREPTOMYCINE. — Cette association s’est montrée 
le plus constamment synergique entre les mains des différents 
auteurs, particuliérement sur les streptocoques du groupe D 
(entérocoques). 

Nous avons repris cette étude sur 9 souches appartenant 4 ce 
groupe (3), isolées par hémoculture chez des malades atteints de 
maladie d’Osler. Ces souches présentaient les sensibilités sui- 
vantes : 


SOUCHES 


Pénicilline U.O./cm?. . 
Streptomycine pg/cm?. 


Le cas le plus net de synergie observé est celui de la 
souche Ho... figurée dans le tableau I : 


(3) Nous remercions le D? Wahl qui a bien voulu effectuer les déter- 
minations des groupes de Lancefield. 
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Tabteau I. — Streptocoque groupe D: Souche Ho... Nombre 
de survivants a vingt-quatre heures. /noculum 500 000 germes/ ml. 


STREPTOMYCINE 


ASSOCIATION STREPTOMYCINE-PENICILLINE 


800000 


20000 5 


5 2,5 i.e 0,6 0,3 
PENICILLINE 


Cette souche n’est inhibée que par 5 U. O./cem® de pénicilline 
et des concentrations de 10 et 20 U. O./cm® laissent un nombre 
important de survivants, environ 10 p. 100 de Vinoculum. Elle 
est inhibée par 80 ug/cm® de streptomycine et le pourcentage des 
survivants pour 80 et 160 pg/cm® est de l’ordre de 1 4 10 p. 100. 
En association dans la zone comprise entre 5 et 1,2 U. O./cm® de 
pénicilline et 40 4 10 ug/cm® de streptomycine, le nombre de 
survivants est trés faible entre 0,01 et 0,001 p. 100 de l’inoculum. 
La synergie de l’association est donc trés importante et permet de 
ramener dans le domaine des concentrations susceptibles d’étre 
obtenues dans les humeurs, la sensibilité d’une souche qui primi- 
tivement échappait au traitement par les antibiotiques isolés. 

On observe, de plus, sur les graphiques, que la streptomycine 
est capable de diminuer le nombre de survivants obtenus avec la 
pénicilline au-dessous de sa propre concentration inhibitrice. Or, 
Jawetz et Gunnison [48] pensent que « si un germe est insensible 
a un agent donné a de hautes concentrations, par exemple cent 
fois la concentration employée dans une combinaison synergique, 
il est invraisemblable de faire rentrer cet agent dans la combi- 
naison synergique ». Sur certaines souches nous avons pu 
observer que l’effet synergique de la streptomycine pouvait se 


faire sentir dans la zone thérapeutique, méme avec des souches 
résistantes. 
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Dans le tableau H est figuré le résultat obtenu avec la 
souche Bi... inhibée seulement par 250 yg/cm* de streptomycine. 


TABLEAU IT: ag Streptocoque groupe D : Souche Bil... Numération 
des survivants 4 vingt-quatre heures. /noculum™20 000 germes/ml. 


ASSOCIATION STREPTOMYCINE-PENICILLINE STREPTOMYCINE 


0. 0. 0. 0. 0. 1000 ¥/om3 


25 
PENICILLINE. 


Dans ce tableau on voit que dans la zone ot la streptomycine 
des concentrations non inhibitrices est associée 4 la pénicilline 
doses inhibitrices, le nombre des survivants est trés inférieur 
a celui obtenu avec la pénicilline agissant seule. I] faut atteindrc 
une concentration de l’ordre de 0,5 wg/cm*® de streptomycine, soit 
le 1/500 de la zone inhibitrice de cet antibiotique pour obtenir 
un nombre de survivants semblable a celui obtenu avec la péni- 
cilline seule. Des résultats analogues ont été obtenus avec la 
souche La... inhibée par 100 pwg/em* de streptomycine. En pra- 
tique, l’association peut donc étre favorable avec certaines souches 
relativement résistantes 4 la streptomycine. 


ao a 
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Cependant cette action peut ne pas jouer avec des souches trés 
hautement résistantes a la streptomycine. Chez une souche de 
staphylocoque doré (PSI) inhibée par 4000 yg/em*® de strepto- 
mycine et sensible a 0,03 U. O./cm® de pénicilline, il n’y a pas 
de synergie pour des concentrations inférieures ou égales a 
250 ug/em® de streptomycine et pour cette concentration, on 
retrouve déja le nombre de survivants obtenus avec la pénicilline 
seule. 

L’action de la pénicilline sur le nombre des survivants obtenus 
avec Ja streptomycine seule, se fait aussi sentir au-dessous de 
son point inhibiteur limite, mais de fagon beaucoup moins intense. 

Sur 6 souches de streptocoques pyogénes 6 hémolytiques, la 
pénicilline s’est montrée complétement bactéricide A partir de 
0,05 U.O./em*, de méme pour 9 souches de staphylocoque sen- 
sibles, il n’est done pas possible, pour ces souches, d’étudier avec 
la technique utilisée, la synergie pénicilline-streptomycine. 


PENICILLINE-CHLORAMPHENICOL. — Par opposition a la_ précé- 
dente, cette association s’est montrée en général antagoniste sur 
les souches de streptocoques du groupe D. Nous avons retrouvé 
ce fait sur les 9 souches étudiées. 

Dans le tableau III, on voit que l’on peut distinguer plusieurs 
zones différentes d’action du chloramphénicol sur la pénicilline 
4 doses inhibitrices. Dans la zone I, le chloramphénicol est inhi- 
biteur et on retrouve non le nombre de survivants obtenus avec 
la pénicilline seule, nombre trés faible, mais le nombre élevé 
donné par le chloramphénicol seul. Dans la zone 2 ot ce dernier 
se trouve 4 des doses sub-inhibitrices, l’antagonisme diminue, et 
dans la zone 3 ot le chloramphénicol n’est plus inhibiteur (moins 
de 20 p. 100 de sa dose inhibitrice), il n’y a plus d’antagonisme 
et l’on retrouve l’effet de la pénicilline. Ces faits semblent 
confirmer que ]’antagonisme entre chloramphénicol et pénicilline 
est di au fait que la pénicilline est incapable d’exercer son effet 
bactéricide sur des germes tenus en état de bactériostase par le 
chloramphénicol. 

Ces phénoménes d’antagonisme qui se retrouvent avec les 
souches d’entérocoques sont loin d’étre aussi constants avec les 
autres espéces microbiennes. 

Sur 5 souches de streptocoques p hémolytiques du groupe A 
inhibées par moins de 0,05 U.O./cm® de pénicilline et moins de 
10 wg/em* de chloramphénicol, la pénicilline aux doses inhibi- 
trices a un effet bactéricide total en vingt-quatre heures, ou laisse 
trés peu de survivants. Le chloramphénicol laisse entre 10 et 
100 p. 100 de survivants. I] n’y a pas d’antagonisme dans toute 
la zone ot les 2 antibiotiques sont associés 4 des doses inhibi- 
trices et l’on retrouve l’effet de la pénicilline. 
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Tasteau Il. — Streptocoque groupe D : Souche La... Numération 
des survivants 4 vingt-quatre heures. /noculum /60 000 germes/ml. 


ASSOCIATION PENICILLINE-CHLORAMPHENICOL CHLORAMPHENICOL 


8000, 28800. 32000. 28800.|16000, 16800. 32000. 41600. || sooo. 
9600 12800 5600 2800 |I0400 5200 Y4kusoo 3800 32000 
T4400 I8h0O 32000 8000 |II200 I2000 12800 28800 35200 


T2800 II200 28800 2120 22400 200000 200000 |} 120000 


3 1,5 
PENICILLINE. 


Avec 4 souches de staphylocoques sensibles a la pénicilline, on 
retrouve de méme l’effet de cet antibiotique pour 3 d’entre elles 
et pour la derniére un antagonisme faible qui raméne le taux des 
survivants 4 un taux intermédiaire entre celui obtenu avec les 
deux antibiotiques isolés. 

Nous avons étudié, en outre, 9 souches de staphylocoques 
-pathogénes coagulase + résistants 4 la pénicilline par production 
de pénicillinase. Pour ces souches, dont le taux de sensibilité a 
la pénicilline dépend du nombre de germes ensemencés, nous 
avons utilisé 2 inoculums : ’un fort de 100000 germes/cm*, |’autre 
faible de 1000/cm?. 

Dans les, zones ow les deux antibiotiques sont inhibiteurs, 
l'association stérilise presque complétement la culture en vingt- 
quatre heures, alors que les antibiotiques isolés laissent de 
1.410 p. 100 de survivants. Il y a donc la une synergie égale a 
celle obtenue avec l'association pénicilline-streptomycine sur les 
entérocoques. 

Lorsque l’on fait varier l’inoculum, le point inhibiteur limite 
du chloramphénicol change peu, par contre celui de la pénicilline 
varie beaucoup et passe par exemple pour la souche G.B. de 
100) Ui O./cm ts pour. imoculumriforts ia o1)Us O:/em*? “pour 
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l'inoculum faible, mais la synergie se manifeste de la méme 
maniére pour les concentrations inhibitrices et subinhibitrices. 
Il y a la un fait paradoxal qui rentre dans la régle énoncée 
par Jawetz et Gunnison « si les bactéries sont résistantes 
aux produits du groupe I (Pén. strepto), les mélanges I (péni- 
cilline-strepto) 2 (auréo-chloro-terramycine) peuvent donner une 
synergie, jamais un antagonisme ». I] peut aussi étre rapproché 
de faits plus lointains tels que l’augmentation de sensibilité 
obtenue pour les souches productrices de pénicillinase par 
Monnier et Schoenbach [47] aprés passages en présence d’auréo- 
mycine et par Voureka [24] aprés contact avec le chloramphénicol. 

Bien que la sensibilité réelle des staphylocoques producteurs 
de pénicillinase soit impossible 4 prévoir dans un cas clinique 
donné, cette association mériterait d’étre essayée en thérapeu- 
tique sur ce type de germes qui échappent le plus souvent au 
traitement par les antibiotiques isolés. 


ASSOCIATION STREPTOMYCINE AVEC CHLORAMPHENICOL, AUREOMY- 
CINE ET TERRAMYCINE. — D’aprés Jawetz, Gunnison et Speck [43], 
ce type d’association donnerait le plus souvent un effet antagoniste 
qui ne se rencontrerait que pour les concentrations faibles ou 
peu supérieures au taux inhibiteur et pourrait étre remplacé par. 
une synergie si la souche est résistante aux antibiotiques du 
groupe 2. 

Sur 17 souches étudiées appartenant a des espéces différentes, 
nous avons obtenu des résultats trés discordants avec les 2 asso- 
ciations streptomycine-chloramphénicol et streptomycine-terra- 
mycine. 


Synergie Indifférence Antagonisme 


Association : 


Strepto-Chloramphénicol. . 
Strepto-Terramycine. . . 


Les effets sont rarement aussi importants qu’avec les associa- 
tions précédentes et ne se présentent que sous forme d’une atté- 
nuation ou d’une faible augmentation de l’effet bactéricide de 
Vantibiotique le plus actif. Nous n’avons pas obtenu, pour une 
souche, d’effet antagoniste avec une de ces associations et syner- 
gique pour l’autre. Dans 4 cas l’effet était le méme pour les deux 
associations, mais le plus souvent si une association se montrait 
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synergique ou antagoniste, l’autre était indifférente et l’on retrou- 
vait l’effet donné par l’antibiotique le plus actif. La sensibilité a 
la streptomycine ne semble pas jouer un role dans les résultats 
obtenus. — 


ASSOCIATIONS ENTRE CHLORAMPHENICOL, AUREOMYCINE ET TERRA- 
MYCINE. — Ces associations, si elles montrent des effets additifs 
sur la bactériostase, sont en général indifférentes au point de vue 
de l’action bactéricide. Ce fait s’est vérifié avec la plupart de nos 
souches. Cependant dans 2 cas, sur un streptocoque groupe A et 
Salm. typhi, il est apparu un effet synergique de I’association 
chloramphénicol-terramycine. ‘L’auréomycine et la terramycine 
ont montré un pouvoir bactéricide trés voisin sur les souches 
étudiées. 


ConcLusions. — En dehors de faits certains, reconnus par la 
plupart des auteurs et s’appliquant A une espéce particuliére de 
germes, il ne semble pas que la totalité des germes puisse entrer 
dans les régles générales énoncées par Jawetz et Gunnison [43]. 
Comme le font remarquer ces auteurs eux-mémes, « les paires 
d’antibiotiques ne montrent pas un comportement fixe et constant. 
Des paires uniformément synergiques ou antagonistes n’existent 
pas ». 

De plus, la distinction entre antibiotiques bactéricides et bac- 
iériostatiques n’est vraie que d’une maniére trés générale et le 
chloramphénicol par exemple peut s’avérer aussi bactéricide sur 
une souche que la pénicilline sur une autre. 

Comme lors de la détermination des taux bactériostatiques aux 
antibiotiques isolés, la recherche de l’association la meilleure 
doit étre faite pour chaque souche par des techniques simplifiées 
utilisables au laboratoire clinique. 


B. — TEcuHNIQUES. 


La technique utilisée dans l’étude générale des effets bacté- 
riostatiques et bactéricides de gammes étendues d’antibiotiques 
isolés et associés, n’est matériellement pas utilisable dans la pra- 
tique journaliére. Elle permet cependant de fixer les points essen- 
tiels qui peuvent servir de base a une technique simplifiée. 

Les techniques de laboratoire clinique proposées se rangent en 
trois catégories : 

1° Les techniques d’étude de la bactériostase en milieu liquide. 

2° Les techniques de diffusion en gélose. 

3° Les techniques d’étude du pouvoir bactéricide. 


TECHNIQUES D’ETUDE DE LA BACTERIOSTASE EN MILIEU LIQUIDE. — 
On peut suivre photométriquement la croissance des germes en 
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présence d’antibiotiques isolés et associés dans un petit nombre 
de tubes. Cette méthode utilisée par exemple par Bonét-Maury 
et Perrault (1946) pour l’association Dagénan-pénicilline, a été 
reprise par de nombreux auteurs. A condition que les concentra- 
tions choisies soient subinhibitrices, cette technique montre géné- 
ralement un effet marqué de l'association sur le taux de crois- 
sance. 

On peut comparer les points inhibiteurs limites au bout de 
vingt-quatre heures dans des gammes classiques de dilution faites 
avec les antibiotiques isolés et associés (Benhamou et Sorrel [41. 
Cette technique réalise une des-diagonales du dispositif en carré 
réalisé dans notre étude, mais il est facile de voir sur les différents 
tableaux de résultats qu’il n’est pas possible de partir de concen- 
trations fixes pour les antibiotiques étudiés et que si l’on veut 
saisir les phénoménes d’addition ou de potentialisation qui se 
produisent au niveau des doses subinhibitrices associées, i] faut 
établir les différentes gammes en fonction de points inhib:teurs 
limites observés préalablement. 

Ces deux techniques, en raison de la généralité des phénoménes 
de potentialisation sur la bactériostase, ne sont pas capables 
d’apporter des renseignements utiles au clinicien. 


TECHNIQUES DE DIFFUSION EN GELOSE. — Disques - cupules. — 
On a pensé dés l’apparition des méthodes de diffusion pour 
Vétude de Ja détermination de la sensibilité microbienne aux 
antibiotiques, a utiliser ce procédé pour l'étude des associations. 
Des essais ont été faits par Benhamou et Sorrel [4] en comparant 
les zones d’inhibition obtenues avec des disques imprégnés de 
concentrations fixes d’antibioliques isolés et associés. Mais ce 
n’est que dans Jes cas ott un germe donne le méme diamétre de 
zone d’inhibition avec 2 antibiotiques que l’on peut espérer avoir 
une modification du diamétre avec l’association, cas rarement 
réalisé a cause des différences de sensibilité des germes et des 
différences de vitesse de diffusion des divers antibiotiques. 

Elles ne sont pas utilisables (Peyre et Velu [49)). 


INTERFERENCES. — Une technique de diffusion satisfaisante peut 
utiliser les phénoménes d’interférences qui associent des gradients 
décroissants des deux antibiotiques. Ceci est réalisable en dispo- 
sant les deux sources d’antibiotique sous forme de deux bandes 
de papier imprégnées avec chaque antibiotique et disposées a 
angle droit. 

La culture est inhibée par chaque antibiotique suivant une zone 
paralléle 4 la bande de papier et les phénoménes d’addition 
peuvent se lire dans l’angle formé par |’intersection des deux 
zones d’inhibition. Mais ce procédé ne met en évidence que des 
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phénoménes qui relévent de la bactériostase et qui sont trop 
discrets pour servir de base a une étude quantitative (fig. 2 : I). 

Nous avons cherché a obtenir dans les zones d’inhibition 
observées avec cette technique, une croissance secondaire des 
survivants, ce qui permettrait de mesurer |’activité bactéricide. 
Nous avons utilisé une technique de transferts dérivée des 
techniques proposées par Gratia [8] pour ]’étude des antagonismes 
microbiens : la gélose d’une boite de Petri est recouverte d’un 
disque de cellophane sur lequel on coule, une couche mince de 
gélose ensemencée. On dispose comme précédemment les bandes 
de papier. Aprés vingt-quatre heures de culture, on enléve lea 
bandes et on transfére le disque de cellophane recouvert de la 


CHLORAMPHENICOL 


CHLORAMPHENICOL 


ie im 
INHIBITION CROISSANCE SECONDAIAE DES SUAVIVANTS 
Fic. 2. — Interférences en gélose. 


gélose ensemencée sur une autre boite contenant une épaisse 
couche de gélose additionnée d’inhibiteurs d’antibiotiques (péni- 
cillinase, chlorure de Ca). L’antibiotique qui avait diffusé dans 
la mince couche de gélose sera éliminé par diffusion dans la 
profondeur du nouveau support, par les inhibiteurs et par le séjour 
prolongé a 37°. On obtient ainsi facilement dans la zone d’inhi- 
bition observée a vingt-quatre heures la croissance de colonies 
correspondant a des germes qui ont échappé 4 l’action bactéricide. 

On peut lire dans l’angle formé par les deux zones d’inhibition 
primitives, l’effet bactéricide dd a l’association (fig. 2 : II). 

Les images obtenues, quoique trés intéressantes, ne sont pas 
paralléles aux résultats donnés par les techniques réalisées en 
milieu liquide et cette technique peut difficilement étre utilisée 
dans la pratique courante. 


TECHNIQUES D’ETUDE DU POUVOIR BACTERICIDE. — Spicer [20] 
applique pendant dix-huit heures sur la gélose d’une boite de 
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Petri cnsemencée en surface des disques de papier filtre impré- 
gnés de solutions des anlibiotiques isolés et d’associations, et 
effectue la numération des survivants qui y restent attachés. 

Jawetz, Gunnison et Coleman [42] font des mélanges d’antibio- 
liques dans un milieu contenant un nombre élevé de germes 
(107 — 10* germes/em’) et numérent les survivants sur plaques 
de gélose 4 des temps variables. Burnell et Kirby [4], pour éviter 
les difficultés des numérations sur plaques, étudient au photo- 
métre la vitesse de croissance des survivants qu’ils trouvent 
paralléle 4 leur nombre. 

Nous avons pu retirer, du dispositif en carré utilisé dans ]’étude 
générale, les points suivants : 

1° L’action bactéricide est proportionnelle au nombre de germes 
dans des limites assez larges, on peut donc partir d’un inoculum 
moyen aisément numérable. 

2° Une numération précise des survivants est inutile et il suffit 
d’établir le pourcentage par rapport a Vinoculum dans une 
échelle de 10 en 10. 

3° Les résultats obltenus avec l’auréomycine et la terramycine 
sont semblables pour un trés grand nombre de souches, on peut 
donc se limiter & un seul de ces deux antibiotiques. 

4° Une seule concentration de chaque antibiotique prise dans 
la zone moyenne obtenue dans les humeurs est susceptible de 
donner des renseignements valables pour la clinique. 


TrcuniquE. — 1° Préparer en eau distillée slérile les solutions 
méres suivantes : 
Pénicilline. 4 5 suen. 200 U.O./em’. Chloramphénicol. . . . 300 pg/cm?*. 
Streptomycine. ... 200 pg/cm*. Terramycine...... 100 wg/em?. 


2° Ensemencer un ballon de 100 cm* de bouillon avec deux 
gouttes d’une culture du germe a étudier et en répartir 9 cm® dans 
4 tubes. 

3° Ajouter au premier tube 1 cm* de Ja solution mére de péni- 
cilline. Au second tube, 1 cm* de la solution mére de strepto- 
mycine et ainsi de suite. Bien mélanger. 

Répartition (dans 10 tubes de Kahn) en centimétre cube, comme 
dans le tableau ci-aprés. 

Placer a4 l’étuve 4 37°. 

Numération de Vinoculum. — Diluer le bouillon ensemencé 
au 1/10, 1/100, 1/1000 en eau distillée. Diviser en 4 secteurs une 
boite de Petri contenant 25 cm* de gélose séche (quinze minutes 
a 37°, ouverte), et déposer une goutte de bouillon ensemencé sur 
le premier secteur et ]’étaler. Opérer de méme dans les trois autres 
secteurs avec les trois dilutions. 

Placer a ]’étuve a 37°. 


a se il 
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N° DES TUBES 


Associations eae 


pas da colonies =0,0/% 


Fic. 3. 


Evaluation du pourcentage des survivants. — ‘Le lendemain 
prélever une goutte dans chaque tube et |’étaler sur un secteur 
de la gélose séche de trois boites de Petri (en suivant par exemple 
le dispositif de la fig. 3). 

Porter vingt-quatre heures a ]’étuve a 37°. 

Lecture et interprétation du résultat. — Chaque secteur ou s'est 
effectuée la croissance des survivants aux antibiotiques isolés ou 
associés est comparé au point de vue de la densité des colonies 
au secteur correspondant de l’inoculum, Si la densité ake colonies 
est égale a celle obtenue avec . 
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SURVIVANTS 


en p. 100 
Bouillon-ensemencé purilya .... 1... s+ sees 100 
Bouillon dilué-aw7/i0ilry a... 3. me - = eee 10 
Bouillon dilué“awtj100M yas. . we. ee eee 4 
Bouillon dilué au 1/1000 il ya... .... 222s. 0,4 
Passdor colonies Ge wee catenin tee Pople Nal oe 0,01 


Le résultat peut étre donné par un schéma triangulaire (fig. 4). 
Il y a indifférence lorsque le pourcentage des survivants est le 


C15 
0,01 10 10 
Synercie Antag. Antacg. 
100 100 
+ Antag. | Antag. 


Fic. 4. 


méme pour une associalion que pour les antibiotiques isolés qui 
la composent. 

Antagonisme, lorsque le pourcentage est inférieur 4 celui obtenu 
avec l’antibiotique isolé, le plus actif. 

Synergie, lorsque le pourcentage est supérieur 4 celui obtenu 
avec ]’antibiotique isolé le plus actif. 

Les titres des solutions peuvent étre modifiés suivant la sensi- 
bilité des germes ou suivant les concentrations que |’on est 
susceptible d’obtenir au niveau des lésions. 

(Les techniques de détermination du pourcentage des survivants 
semblent actuellement les meilleures pour déterminer la valeur 
des associations d’antibiotiques sur un germe donné. Elles 
montrent incontestablement un parallélisme avec les résultats cli- 
niques dans beaucoup d’affections telles que les endocardites 
d’Osler. Elles méritent d’étre utilisées dans tous les cas ow |’on 
pense que le pouvoir bactéricide des antibiotiques entre en jeu. 


le eee 
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[4] E. 
ay I. 
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APPARITION DE FORMES NOUVELLES 
DANS LES FILTRATS BACTERIOPHAGIQUES 
DE CL. PERFRINGENS (WELCHIA PERFRINGENS) 


- par A. GUELIN. 


(Institut Pasteur, Service du Bactériophage.) 


INTRODUCTION. 


Les changements morphologiques chez les microorganismes ont été 
constatés dés le siécle dernier. Ces observations, suivies de discussions 
passionnées, ont créé en microbiologie deux courants extrémistes :.le 
monomorphisme et le pléomorphisme. 

L’adepte du pléomorphisme, Naegeli (1877) a soutenu la transfor- 
mation illimitée des microorganismes. Cohn (1875) et Koch (1878), 
par contre, ont défendu l’idée de monomorphisme des espéces chez les 
infiniment petits. Koch a écrit & ce sujet: «.. A partir d’une spore, 
prend toujours naissance un batonnet ; ce dernier, ayant subi plu- 
sieurs divisions ou une croissance en longs filaments, forme de nou- 
veau des spores. Jamais une autre forme n’apparait au cours de ce 
cycle. » 

Les points de yue de ces deux écoles ont été basés uniquement sur 
les propriétés morphologiques des microorganismes, ce qui était bien 
caractéristique de la microbiologie d’avant Pasteur. L’étude physio- 
logique, introduite par ce dernier, a-fait rapidement évoluer les 
notions établies. On a constaté chez certaines bactéries 1l’apparition 
de variants, différents de la souche originelle du point de vue morpho- 
logique et biochimique. Le monomorphisme qui avait, en son temps, 
eu son utilité pour l’étude et la classification des espéces, se révélait 
insuffisant 4 expliquer les nouveaux faits observés. On s’est peu A peu 
orienté vers l’idée du polymorphisme, mais non dans le sens ow Naegeli 
Vavait primitivement concu. La transformation illimitée des espéces 
n’était plus admissible aprés les progrés que venait de faire la bacté- 
riologie. 

De nombreux travaux furent bientédt publiés, consacrés A 1’étude 
des différents variants observés chez les divers microorganismes. Deux 
ans aprés la description par Charles Nicolle des formes visibles et 
invisibles des spirochétes, Léhnis et Smith exposaient leur théorie sur 
le développement cyclique des bactéries (life cycle). D’aprés ces 
auteurs, certains microorganismes subissent, au cours de leur déve- 
loppement, une série de transformations qui les raménent toujours 
4 leur forme initiale. Cette théorie, inspirée exclusivement par les 
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études morphologiques, faisait considérer tous les nouveaux variants 
comme des stades différents du cycle vital, Gliminant ainsi l’idée 
d’évolution chez les microorganismes. 

La théorie cyclique a été largement adoptée afin d’expliquer les 
manifestations diverses du polymorphisme microbien. Haudley, par 
exemple, a considéré les formes R et S comme des phases du dévelop- 
pement cyclique. Mellon a suggéré l’existence de processus sexuels 
primitifs chez les bactéries, certaines phases du cycle représentant, 
d’aprés lui, les cellules sexuelles males et femelles. Il suggérait que 
la loi génétique de Haeckel pouvait étre appliquée aux bactéries. 
Lindegren et son école ont essayé d’expliquer la variabilité des micro- 
organismes par les changements de leur équipement génétique. 

Par contre, certains auteurs ont contesté l’existence chez les 
bactéries d’un cycle reproductif. Krassilnikov, par exemple, a noté 
« ... Il n’existe pas, dans la nature, de lignées monomorphes défini- 
tivement fixées. Une culture, malgré son aspect uniforme, finira 
toujours par donner des variants. Ces variants représentent soit les 
formes d’involution, soit les cellules plus ou moins transformées. » 

Dans la description de nombreux variants chez les différents auteurs, 
on peut constater des points communs. Le fait le plus caractéris- 
tique est l’apparition des éléments coccoides de taille différente, et 
en particulier, de fins granules filtrables. Ces formes, observées depuis 
le siécle dernier, ont été désignées sous les termes les plus divers : 
zygospores, micro- et macro-gonidies, symplasma, pettenkoferien, 
formes C, formes G, formes naines, formes filtrables, « pleuropneu- 
monia-like forms », formes L, formes infra-microscopiques, corps 
globuleux, etc. 

En 1838 Ehrenberg, et Perty en 1952, observent l’apparition de 
gonidies chez les spirilles. Cohn (1870), chez Crenothriz polyspora, 
remarque la présence de macro- et micro-gonidies. Fritsh (1888) décrit 
V’apparition de fins granules chez Vibrio foetus (d’aprés Klieneberger- 
Nobel). Almquist (1893-1922) étudie des micro- et des macro-granules 
chez les Entérobactéries. Beijerinck (1893) note la transformation de 
Cl. butyricum. Novy (1894) constate l’existence de granules dans une 
souche asporogéne de Cl. wdematiens. Metchnikoff (1895) décrit les 
éléments ovoides du vibrion cholérique. Bredeman (1909) indique la 
transformation en microcoques de B. amylobacter. Jacobsen, en 1910, 
décrit chez le B. typhique lapparition de colonies minuscules, 
constituées par 6 a 10 cellules coccoides. Fromme (1911) confirme ces 
travaux. Gildemeister (1916) donne une description détaillée de ces 
colonies, et Edwards les nomme des « formes naines ». 

L’introduction par Chamberland de la filtration dans la technique 
microbiologique a permis de constater que certains microorganismes 
sont capables de franchir l’obstacle de ces bougies poreuses. Iwanowsky, 
en 1892, annonce la filtrabilité de l’agent de la mosaique du tabac, 
inaugurant ainsi le chapitre des virus filtrables. Léffler, en 1898, 
constate que l’agent de la fiévre aphteuse traverse les filtres. Dujardin- 
Beaumetz (1900) réussit A filtrer l’agent de la péripneumonie des 
bovidés. Novy et Knapp (1906) constatérent la filtrabilité des spiro- 
chétes. Nocard et Roux (1898) reconnurent qu’ « il existait des microbes 
invisibles ». Enfin, Fontés, en 1910, annonca la filtrabilité des 
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éléments granulaires (chez le B. tuberculeux), supposant qu’il s’agissait 
de centres de reproduction. 

En 1914, Charles Nicolle et Blanc décrivent l’existence de formes 
visibles et invisibles chez les spirochétes récurrents. Plus tard, 
Nicolle (1925) suggérera que cette notion pourrait étre étendue aux 
autres microbes. Léhnis et Smith (1916) supposent que les bactéries, 
au cours de leur cycle de développement, se trouvent soit dans une 
phase invisible et non organisée, « symplastic stage », soit dans une 
phase visible et organisée ; les gonidies filtrables sont les éléments 
reproductifs. Enderlein (1916) admet la présence des mémes_ stades 
cycliques chez toutes les bactéries. Hort (1916-1917) décrit chez le 
B. typhique des formes coccoides, en les considérant comme un stade 
filtrable du cycle bactérien. Mellon (1917-1942) constate la présence 
de formes coccoides et granulaires chez de nombreuses bactéries, 
ainsi que la transformation des baitonnets en cocci et vice versa. Kuhn 
(1924), d’aprés les observations des années 1916-1919, étudie la forma- 
tion de minuscules granules filtrables 4 partir des éléments gonflés 
et volumineux (« pettenkoferien ») et en donne de trés belles figures. 

La découverte du bactériophage a ouvert des perspectives nouvelles 
a l’étude des formes filtrables des bactéries. Izard, en 1922 (d’aprés 
d’Hérelle), observe dans un filtrat bactériophagique des formes cocco- 
bacillaires, Tomaselli, en 1923 (d’aprés d’Hérelle), fait des observations 
semblables. 

Hauduroy (1924) pour la premiére fois étudie la morphologie des 
formes trouvéés dans les filtrats et conclut que -ce sont des éléments 
vivants, capables de se reproduire. Dans une série de travaux, il 
démontre la possibilité de provoquer 4 volonté leur transformation et 
affirme l’existence de ces formes pour tous les germes ayant un bacté- 
riophage actif. 

D’Hérelle, étudiant l’apparition des formes filtrables dans les cultures 
lysées, critique la conception cellulaire de la vie. D’aprés lui, il existe- 
rait des étres d’une organisation rudimentaire, sous l’aspect d’une 
micelle protéique (« protobe »). Certains virus des animaux, des 
plantes, des bactéries, sont constitués par une unique micelle. Les 
bactéries pourraient étre des agrégats de micelles, chaque micelle 
étant susceptible de se reproduire et de reformer le plasmode bactérien. 

Hadley, avec ses collaborateurs (1927-1937), distingue chez les bac- 
téries les formes filtrables (G ou gonidies), représentant une phase 
du cycle vital, y compris la forme invisible « virus-like ». 

Levaditi, en collaboration avec Schoen et Sanchis-Bayarri (1928), 
observe la transformation des spirochétes en granules extrémement 
petits. Haag (1929), aprés une injection de bactéridies charbonneuses 
a un cobaye, trouve des gonidies dans la rate de l’animal. Kusch- 
narjew (1930), Grasset et Grasset (1930) décrivent les éléments sphé- 
riques de Corynebacterium diphteriae. Manouélian (1930) observe la 
formation de corpuscules arrondis chez les tréponémes. Nungester et 
Anderson (1931) constatent chez EZ. coli des formes coccoides de tailles 
diverses. 

Meyn, en 1981, étudie sur fond noir la formation des cellules 
a partir d’une masse amorphe, chez les bactéries du charbon. Oerskov 
décrit (1931) la « substance extrabactérienne », masse muqueuse 
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constituée par de minuscules granules filtrables. Krassilnikov (1938) 
conclut que cette substance, identique aux formes naines de Jacobsen, 
représente une forme d’involution. Ribalkina (1938) considére les 
formes coccoides apparues chez Azotobacter chroococcum comme des 
formes de dégénérescence. 

Cunningham (1931) constate l’apparition rapide de formes coccoides 
a partir de B. saccharobutyricum et confirme l’existence du symplasma 
de Léhnis. Avec Jenkins (1927) il observe la transformation d’une 
souche strictement anaérobie en microcoques aérobies. Souknev et 
Volfretz (1932), Joukov-Varejnikov, Gourevitch et Filatova (1934) 
indiquent l’existence, dans les eaux, de formes bactériennes, filtrables 
et invisibles ( « avisuelles »). Kendall et Walker (1933) trouvent que 
certains filtrats bactériophagiques contiennent de fins granules. 
Reynes (1933) décrit les éléments filtrables du virus tuberculeux confir- 
mant ainsi les données de Fontés (1910) et de Calmette (1928). Grubb 
et Koser (1934), Stone et Hobby (1934) constatent la transformation 
en éléments coccoides des batonnets du B. diphtérique. Roe (1934) 
observe la dissociation de Cl. perfringens avec formation de cocco- 
bacilles et de fins granules non pathogénes ; il considére ces formes 
comme des variants et non comme des phases du cycle vital. Krit- 
chevski et Ponomareva (1934) notent le polymorphisme du B. para- 
typhique B. McKinney (1934) décrit, chez un streptocoque, l’appari- 
tion de formes filtrables et de masses amorphes, constituées par de 
fins granules. Chinn (1936) isole des colonies naines constituées par 
des éléments filtrables, chez une souche de Shigella. 

L’étude de plus en plus approfondie des formes filtrables des bac- 
téries a permis de constater leur ressemblance avec les agents infec- 
tieux de la péripneumonie des bovidés et de l’agalaxie contagieuse du 
mouton et de la chévre. 

La péripneumonie des bovidés a été signalée pour la premiére fois 
par Valentin en 1693. En 1852, Willems et van Kampen ont observé, 
dans la sérosité péripneumonique, des corpuscules animés de mou- 
vements browniens. En 1898, Nocard et Roux, en collaboration avec 
Borrel, Salimbeni et Dujardin-Beaumetz, réussirent enfin a4 cultiver 
l’agent de cette maladie, en utilisant des sacs de collodion introduits 
dans la cavité péritonéale d’un animal (méthode préconisée par 
Metchnikoff, Roux et Salimbeni, en 1898). Dujardin-Beaumetz a noté 
ses formes peu distinctes et parvint 4 le filtrer sur bougie Chamber- 
land. Bordet, en 1910, décrit sa morphologie, indiquant les granules 
arrondis et les formes globuleuses. Borrel, Dujardin-Beaumetz et 
Jouan notent l’extréme polymorphisme de cet agent, dont les formes 
“sont « ... noyées dans une gangue visqueuse, ... de la présence 
de cette gangue résultent toutes les formes. » 

Bridré et Donatien, en 1923, isolent pour la premiére fois l’agent 
de l’agalaxie du mouton, « le microbe filtrable, mais non invisible », 
en soulignant sa ressemblance avec celui de la péripneumonie. Déja, 
en 1906, Celli et de Blasi avaient pu montrer sa filtrabilité. 

Les deux agents, celui de la péripneumonie des bovidés et celui de 
l’agalaxie, donnent en général des colonies naines de 0,6 mm environ. 
Elles sont constituées par des éléments trés polymorphes et en parti- 
culier par des petits granules traversant les filtres, qui peuvent étre 
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cultivés en dehors des cellules vivantes. En 1929, Elford, au cours 
des premiers essais de sa méthode d’ultra-filtration, réussit X séparer 
ces granules et & évaluer leur taille 4 0,125-0,150 wu. 

Bientot tout un groupe de microorganismes proches des agents de 
la péripneumonie et de l’agalaxie (par leur filtrabilité et leur poly- 
morphisme) est identifié par de nombreux auteurs. Ce groupe esl 
désormais connu sous le nom de « pleuropneumonia-like group ». 
Les microorganismes sont observés soit séparément, soit en symbiose 
avec d'autres bactéries ; tant6t comme saprophytes, tantét au cours 
de processus pathologiques de l‘homme ou des animaux. 

En 1935, Klieneberger-Nobel émet l’hypothése que la forrhe « pleuro- 
pneumonia-like » est-présente chez toutes les souches de Streptococcus 
moniliformis. En 1936, elle isole A partir d’une de ces souches une 
forme ressemblant a l’agent de la péripneumonie, réussit a l’entre- 
tenir 4 l’état pur et lui donne le nom de forme L,. La taille de cette 
forme, précisée plus tard, va de 175 A 250 my de diamétre. D’aprés 
cet auteur, le cycle bactérien est constitué par deux phases, phase 
bacillaire et phase L, transitoire. Une bactérie disparaissant laisse de 
fins granules ; ces granules se réunissent par deux ou plus et donnent 
naissance aux formes volumineuses et arrondies, les formes L. Le 
bactériophage est un des facteurs qui stimulent l’apparition des races 
nouvelles. Klieneberger-Nobel a isolé ensuite d’autres formes L et fait 
de nombreuses recherches a ce sujet. Pour 1’étude morphologique, elle 
a appliqué la méthode cytologique décrite en 1945-1947. Dienes, 
ensuite (1938-1950), consacre de nombreux travaux a 1l’étude des 
formes L. Il les observe chez diverses bactéries aérobies et anaérobies, 
considérant la forme L comme une des phases du développement 
cyclique bactérien. Sabin (1938) isole chez la souris un agent filtrable 
susceptible de se développer in vitro. 

Le III® Congrés International de Bactériologie de 1939 consacre une 
partie de ses travaux a |’étude des « microorganismes filtrables non 
classés, y compris le groupe de la péripneumonie ». On étudie les 
propriétés morphologiques et sérologiques, ainsi que le métabolisme 
et la virulence de ces germes. Elford fait un rapport sur les éléments 
arrondis et polymorphes, isolés avec Laidlaw (1986) des eaux d’égout 
par ultrafiltration fractionnée. Il conclut que, grace aA leur taille 
réduite et a leur faculté de se reproduire hors des cellules vivantes, 
ces organismes peuvent étre considérés comme des _ intermédiaires 
entre les bactéries et les virus. 

Haddow, en 1938, décrit la formation spontanée de fins cocci 
filtrables chez les souches paratyphiques. Appleby obtient (1939), 
4 partir des filtrats bactériophagiques, des formes coccoides, diffici- 
lement cultivables. Morton (1940) constate la transformation en cocci 
du B. diphtérique sous l’action du sérum. Chorine, Grabar, Tixier et 
Crougue (1943) concluent que les formes visibles et invisibles chez 
Spirochaeta hispanica sont sensiblement de méme grandeur. Wahl 
(1946) décrit un streptocoque obtenu Aa partir de filtrats de staphylo- 
coques bactériophagés et le considére comme un mutant. Stubblefield 
(1947) ne pense pas que les éléments arrondis obtenus chez E. coli 
soient une manifestation d’un processus cyclique ou sexuel. 

Levaditi et Henry-Eveno (1949) considérent des granules désoxy-. 
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ribonucléiques et des formes coccoides plus volumineuses, obtenus 
chez Proteus vulgaris, comme des formes d’involution. Bisset (1949), étu- 
diant le cycle évolutif chez E. coli, conclut qu’il a beaucoup de ressem- 
blance avec celui des Myxobactéries. Tulasne (1951) décrit la formation 
des « corps globuleux » et des « corps élémentaires » sur les milieux 
pénicillinés et les considére comme intermédiaires entre les bactéries 
et les virus (« ... le passage d’un type d’organisme A l’autre pourrait 
ne pas étre impossible »). Avec Vendrely (1947), il précise que l’acide 
désoxyribonucléique existe en grande quantité dans les granules. 
Etudiant avec Minck (1948) l’apparition des « corps larges » chez 
E. coli, il ne croit pas qu’il s’agisse ici d’une phase du cycle évolutif, 
ni d’un phénoméne sexuel. Minck prépare en 1950, avec les formes L 
du vibrion cholérique, le sérum actif vis-a-vis de la souche mére. 
Bochian (1950) constate la présence de formes granulaires et filtrables 
chez plusieurs bactéries aérobies et anaérobies ; il considére que les 
formes filtrables (virus) et les formes visibles (microbes) peuvent. 
représenter des stades différents des mémes organismes. Guelin (1950) 
observe l’apparition de masses granuleuses et de minuscules cocco- 
bacilles anaérobies 4 partir d’un filtrat bactériophagique de Cl. per- 
fringens. Négre et Bretey (1952) concluent que les éléments filtrables 
du B. tuberculeux sont les éléments jeunes de ce bacille. Carrére (1952) 
relate l’évolution des corps globuleux en présence d’antibiotiques. 
Borel (1952) étudie les formes L du point de vue bactériologique et 
clinique. 

Il résulte donc des travaux mentionnés ci-dessus, que les formes 
filtrables (ou les formes L) des bactéries s’observent aprés un gon- 
flement, suivi de désintégration des cellules, qui laissent subsister 
des éléments coccoides. Ces éléments, de tailles variables, aboutissent 
finalement aux granules filtrables qui, suivant les cas, ou bien se 
transforment en éléments semblables 4 eux-mémes, ou bien font retour 
au microorganisme initial. Ils donnent parfois des formes nouvelles. 

L’apparition des éléments arrondis est constatée chez divers micro- 
organismes aérobies et anaérobies. Leur apparition est stimulée par 
des facteurs différents, tels que le vieillissement de la culture, les 
constituants du milieu, les rayons X ou J’action des bactériophages. 
Cette uniformité, dans la réaction de divers microorganismes vis-a-vis 
de facteurs trés différents, évoque la loi biologique d’aprés laquelle 
chaque cellule réagit de la méme facon aux interventions diverses. 

La plupart des auteurs considérent les formes filtrables comme une 
des phases du développement cyclique des bactéries, voire méme une 
phase sexuelle, aboutissant, dams la plupart des cas, aux formes 
initiales. D’autres y voient des formes d’involution avec la possibilité 
d’obtenir des espéces nouvelles. Enfin, d’Hérelle attaque la conception 
d’il y a cent ans « Omnis cellula e cellula », traduisant ainsi les idées 
de ses prédécesseurs. Il affirme l’existence de particules ultrafiltrables, 
douées de vie et capables de créer des formes plus élevées des cellules 
bactériennes. 


RECHERCHES PERSONNELLES. 


En 1950, nous avons-signalé l’apparition de microorganismes 
nouveaux aA partir d’un filtrat bactériophagique. Depuis, nous 
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avons eu maintes occasions d’observer des faits semblables dans 
les filtrats de Cl. perfringens. Nous décrirons ici les formes qul, 
par leurs propriétés culturales, ne ressemblent pas aux germes 
banaux, susceptibles d’étre introduits accidentellement au cours 
des manipulations. 

Dans l’un des filtrats préparés en eau peptonée et conservés a la 
température de 4° a 7° (parfois a la température du laboratoire), 
apparait un dépdt ou un léger trouble homogéne. Au micro- 
scope (1), on apercoit des éléments coccoides de dimensions 
variées : des bulles de tailles différentes, des cocci et de trés fins 
granules constitués souvent par deux minuscules coccobacilles 
& la limite de la visibilité. Quelquefois le filtrat contient des 
batonnets allongés et immobiles, qui forment de longs filaments. 
Souvent apparaissent des batonnets extrémement mobiles, ayant 
la forme et les dimensions d’E. coli. Les vibrations énergiques 
des éléments plus courts sont remplacées par des propulsions 
ondulatoires chez les batonnets allongés. 

L’apparition de telles formes s’observe plus fréquemment 
dans les lysats bactériophagiques que dans les filtrats. I] est 
impossible de prévoir le moment de leur apparition, qui varie 
entre quelques semaines et plusieurs mois, ni leur aspect. Les 
filtrats de 4 souches de Cl. perfringens, avec lesquelles nous 
avons travaillé pendant plus de trois ans, ont donné et des 
éléments coccoides et des batonnets. Parfois nous sommes en 
présence d’une culture mixte, contenant des formes différentes. 
Souvent ce sont des éléments 4 |’état pur, sans aucun changement 
aprés Jeurs repiquages. I] nous est arrivé aussi d’observer leur 
transformation aprés l’isolement. C’est le cas des batonnets 
trouvés dans un filtrat T qui, dés le premier passage en eau 
peptonée, se transformérent en gros cocci. L’étude microscopique, 
suivie quelques heures aprés le repiquage, a permis de constater 
existence de toutes les formes de passage entre un batonnet 
raccourci, gonflé, légérement étranglé au milieu et un coccus 
ovoide. La morphologie des nouveaux éléments peut varier avec 
la température a laquelle ils sont cultivés. Ainsi les batonnets 
moyens (du filtrat W), isolés a la température du laboratoire, 
ont été remplacés par de longs filaments a 87° et par de trés 
courts batonnets a 4°. 

Les repiquages des éléments nouveaux a partir des filtrats 
bactériophagiques exigent des milieux pauvres. Nous avons essayé 
sans succés de les isoler soit sur une plaque de gélose préparée 
avec du bouillon, soit en bouillon seul ou additionné de sang, 
de sérum, de filtrat bactériophagique, de petits morceaux de foie, 


(1) Toutes nos observations microscopiques ont été effectuées sur des 
cellules vivantes, & l’aide d’un objectif & immersion. 
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de cerveau et de blanc d’ceuf coagulé. Seuls, les repiquages en 
eau peptonée nous ont permis d’obtenir l’isolement et le déve- 
loppement de ces germes. Bien des fois cependant, les micro- 
organismes qui pullulaient nombreux dans un filtrat ont été 
incapables de se multiplier méme dans |’eau_ peptonée.- 

‘Les souches isolées des filtrats bactériophagiques et décrites ici 
sont toutes des aérobies. 

La culture obtenue aprés l’isolement des éléments nouveaux 
nest pas abondante, surtout au cours des premiers passages. 
Un trouble a peine perceptible, un dépét trés léger, visqueux ou 
en grumeaux, sont tout ce que l’on observe au- début. Aprés 
quelques passages le trouble devient un peu plus accentué. Le 
développement en bouillon peut avoir lieu, ainsi que l’apparition 
de quelques colonies sur la partie la plus desséchée de la gélose 
inclinée. L’entrainement de ces colonies sur milieux solides 
aboutit peu a peu a une culture plus ou moins riche. Elle apparait 
en général comme un enduit délicat et transparent, constitué par 
de fines colonies punctiformes. Avec certaines souches, une colo- 
ration de la gélose en rouge, vert ou jaune est observée plus 
tard. 

Pour la plupart des souches, le développement de la culture 
aprés son repiquage n’a lieu qu’au bout de quelques jours. Avec 
d’autres, on le constate aprés vingt-quatre heures. Quelques 
souches isolées au cours de ces derniéres années continuent a 
étre repiquées et semblent étre stabilisées. Les repiquages du 
début, a intervalles trés rapprochés, sont remplacés par des 
repiquages mensuels. Par contre, certaines souches ont disparu 
ou, aprés deux ans de passage sur gélose, ont subitement cessé 
‘de se multiplier dans ces conditions et exigent maintenant un 
entretien permanent en eau peptonée. 

Nous avons isolé 15 variants aérobies a partir des filtrats bacté- 
riophagiques de Cl. perfringens (W, M, T, Am-8) et nous les avons 
entretenus pendant prés de trois ans. Sur 15 variants étudiés, nous 
avons eu 4 souches de cocci en amas (6-W, 12-M, 18-M), 
ou en chainettes (14-T), 2 souches de bactéries filamenteuses 
(1-W, 10-M) et 9 souches de batonnets, dont 8 ont été mobiles 
(2-W, 3-W, 4-W, 7-M, 8-M, 9-M, 11-M, 15-Am8) et 1 immo- 
bile (5-W). 

L’ étude biochimique et sérologique de ces souches (faite vingt 
mois aprés leur isolement) n’a révélé aucune identité avec 
Cl. perfringens. La plupart se sont montrées peu actives et se 
développaient mal sur les milieux spéciaux. 

‘Les 5 souches (2, 38, 4, 5, 6), provenant toutes des filtrats W, 
ne poussent jamais en bouillon, mais donnent une culture sur la 
gélose et en eau peptonée. La souche 1-W cultive exclusivement 
en eau peptonée. Les 4 souches isolées de filtrats différents (12-M, 
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13-M, 14-T, 15-Am8) donnent une culture. médiocre en bouillon. 
el se multiplient sur la gélose et en eau peptonée. Enfin les 
souches isolées des filtrats M (7, 8, 9, 10, 11) se cultivent bien en 
bouillon et en eau peptonée, et colorent la gélose en vert ou rose. 

Le lait est coagulé par les souches 8, 12, 13 et 14 apres vingl- 
quatre a quarante-huit heures. 

La gélatine n’est pas liquéfiée par aucune souche. . 

Pas de production d’indol. 

La lévulose est fermentée par toutes les souches, excepté les 
souches 2-W et 4-W. 

Le glucose et le saccharose sont fermentés par 10 souches 
(1-W, 3-W, 5-W, 6-W, 7-M, 8-M, 9-M, 12-M, 13-M, 14-T). 

Le lactose est fermenté par 7 souches (8-W, 5-W, 6-W, 7-M, 
8-M, 12-M, 14-T). 

Le maltose est fermenté par 7 souches (1-W, 5-W, 8-M, 9-M, 
10-M, 18-M, 14-T). 

L’arabinose est fermenté par 5 souches (1-W, 5-W, 6-W, 8-M, 
14-T). 

te galactose est fermenté par 4 souches (38-W, 5-W, 12-M, 
14-T). 

L’amidon est fermenté par 4 souches (5-W, 6-W, 8-M, 14-T). 

La glycérine est fermentée par 2 souches (1-W, 6-W). 

L’inuline n’est pas fermentée. 

Il est & noter que 3 souches (2-W, 4-W et 15-Am8) n’attaquent 
aucun sucre. 

Aucune des 15 souches n’est pathogéne pour le cobaye. 

Le sérum agglutinant, préparé avec les 7 souches provenant 
des filtrats M, reste inactif vis-a-vis de Cl. perfringens M. 


Le sérum préparé avec Cl. perfringens M n’agglutine aucune 
de ces souches. 


Nous avons cherché a obtenir la transformation des micro- 
organismes isolés d’un lysat bactériophagique. Le. lysat a été 
préparé dans l’eau peptonée glucosée, avec une souche de 
Cl. perfringens Weinberg, de la fagon suivante : 5.10* corpu- 
scules bactériophagiques par centimétre cube sont introduits dans 
une jeune culture contenant 5.107 bactéries par centimétre cube. 
Une heure et demie aprés, la culture contient déja 2.108 bactéries 
et 8.10° phages par centimétre cube. Aprés trois heures, la 
culture est considérablement éclaircie. Le lysat contient alors 
2:10" bactéries et 1.108 phages par centimétre cube. L’examen 
microscopique de ce lysat, aprés vingt-quatre heures de séjour 
a la glaciére, accuse la présence de nombreuses bulles uniformes, 
ainsi que de batonnets en quantité moins grande (2.10 bulles 
sur 6.10° batonnets). Les jours suivants, le nombre des batonnets 
diminue peu a peu, pour disparaitre ensuite définitivement. La 
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taille des bulles, 4 ce moment, est trés variable, allant des plus 
grandes aux plus petiles. Dans une précédente communication, 
nous avons décrit la formation de ces bulles chez la souche de 
Cl. perfringens 80b. 

Le lysat, ainsi que ses dilutions, sont conservés & la tempé- 
rature du laboratoire. Deux semaines aprés, dans le tube conte- 
nant la dilution du lysat 4 10+, apparait une culture constituée 
par des batonnets fins et immobiles. Leur isolement ne réussit 
pas, car ces batonnets ne sont cultivables sur aucun milieu usuel 
de laboratoire, y compris l’eau peptonée. 

Trois semaines aprés, on constate dans le tube, contenant le 
lysat non dilué, la présence de batonnets ayant la forme d’E. coli. 
Extrémement mobiles, ils traversent le champ visuel avec une 
vitesse extraordinaire. Aprés trois repiquages, ils donnent, sur la 
gélose inclinée, de fines colonies bleuatres, punctiformes. On 
pratique l’isolement d’une colonie dans 1 ml d’eau_physiolo- 
gique. ‘La suspension obtenue est divisée en deux parties et 
ensemencée dans deux tubes d’eau peptonée. Un tube est scellé 
sous vide, l’autre est cultivé en aérobiose. Etuve a 37°. On est 
obligé de répéter cette expérience plusieurs fois, car la colonie 
repiquée en ana¢robiose ne donne aucune culture. 

La suspension cultivée en présence d’air redonnera, dans tous 
les passages suivants, les batonnets mobiles semblables a ceux 
de la souche mére. Par contre, l’autre partie de la suspension, 
cultivée en air confiné, donnera, aprés quatre jours seulement, 
un trouble a peine perceptible. La culture est constituée par de 
rares batonnets, minces, courts et immobiles. Ils sont tous 
incurvés en forme de S, V ou C. On constate aussi la présence 
de quelques batonnets d’aspect normal, doués de mouvements 
énergiques. Le repiquage de 1 cm* de cette culture donne, 
quarante-huit heures plus tard, des batonnets gonflés, tournant 
autour de leur axe, ainsi que des batonnets 4 contours irrégulié- 
rement boursouflés et pliés en deux. Des éléments coccoides de 
taille différente, isolés ou en amas, sont aussi présents. Dans le 
passage suivant, quarante-hu:t heures aprés, les batonnets sont 
remplacés par de gros cocci en amas et des cocci trés fins, réunis 
en chainettes de 8 a 12 éléments. 

Cing jours plus tard, la nouvelle culture contient de volumineux 
paquets, constitués par de gros cocci en trés longues chainettes. 
Ces chainettes sont transformées au cours des passages suivants 
en véritables filaments, 4 peine segmentés, tellement les cocci sont 
serrés et aplatis. Parfois la ligne de démarcation entre deux cocci 
voisins reste imperceptible. De minuscules cocci réunis deux a 
deux ou en trés courtes chainetles, ne dépassant pas 0,5-0,6 u 
font leur apparition. Plus ou moins allongés et serrés, ils donnent 
souvent des formes intermédiaires de leur passage en minuscules 
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coccobacilles. Rares batonnets larges, clairs, immobiles, d’aspect 
jeune. 

Aprés plusieurs repiquages durant deux semaines (la repousse 
a lieu maintenant au bout de vingt-quatre heures, toujours en tubes 
scellés sous vide), on constate, parmi les éléments décrits, la 
présence de corps volumineux et arrondis, constitués par une masse 
compacte de granules parfaitement réguliers. A coté de ces corps 
on voit toujours quelques batonnets extrémement petits, carrés et 
tres droits. Ces amas granuleux, ainsi que les petits batonnets 
vont disparaitre apres trois repiquages. Dans les passages suivants 
on ne constate que de gros cocci en amas et des cocci trés fins en 
courtes chainettes. La longueur de ces chainettes, qui est toujours 
la méme, ne dépasse pas celle d’un batonnet moyen. La régularité 
et la finesse des éléments qui les constituent leur donnent, au 
premier abord, une bizarre ressemblance avec les bactéries. 

Nous constatons ici la grande plasticité d’un microorganisme, 
isolé a partir d’un lysat bactériophagique et dont la morphologie 
varie d’aprés les conditions dans lesquelles il est placé. Ainsi les 
batonnets aérobies et mobiles subissent en air confiné une série 
de transformations qui aménent l’apparition de formes coccoides. 
Nous n’avons jamais observé, dans ces conditions, le retour des 
batonnets caractéristiques de Cl. perfringens. 


Les organismes isolés par nous a partir des filtrats bactério- 
phagiques anaérobies ont beaucoup de ressemblance avec les 
formes décrites par d’autres auteurs chez de nombreuses bactéries. 
La transformation de souches anaérobies en éléments aérobies a 
été déja mentionnée dans la littérature et nous en avons parlé plus 
haut. Notons seulement que c’est Beijerinck, en 1893, qui le premier 
a décrit la transformation de Cl. butyricum en batonnets aérobies 
difficilement cultivables. Plus tard (1909), Bredemann a observé 
une segmentation transversale des batonnets de B. amylobacter 
(placés dans des conditions d’anaérobiose facultative) et le 
gonflement de ces segments, qui formaient ainsi des chainettes. 
Cunningham, dans ses recherches sur la transformation de 
Cl. saccharobultyricum en cocci aérobies, est parti d’une cellule 
unique. 

Il est difficile actuellement de se prononcer sur la nature des 
microorganismes isolés par nous de filtrats bactériophagiques 
anaérobies. S’agit-il d’une infection, d’un cycle bactérien, de 
symbiotes ou de formes d’involution, voire méme de formes 
nouvelles, apparues aux dépens des cellules détruites par le 
phage ? 

I] n’est pas question de considérer les organismes isolés par 
nous comme des germes de contamination introduits au cours des 
manipulations. La technique de culture anaérobie, pratiquée dans 
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notre laboratoire, exige la vérification de chaque ensemencement 
sur plaque de gélose. La méthode de la colonie unique, ainsi que 
le chauffage des souches 4 56° ont été rigoureusement appliqués 
pour chaque série d’expériences. II] est difficile, dans ces conditions, 
de traiter les organismes toujours identiques, peu résistants et 
thermolabiles, comme une contamination banale, se répétant 
pendant des années malgré toutes les précautions. 

On peut se demander si, dans notre cas, il s’agit vraiment d’un 
phénoméne cyclique. Rien ne permet pourtant de voir, dans l’appa- 
rition, de ces éléments fréles et peu actifs, la phase régénératrice 
de Cl. perfringens. Dans les conditions de nos expériences, nous 
n’avons jamais obtenu leur retour aux formes initiales. Les rares 
cas d’apparition de cultures gazogénes contenant des batonnets 
caractéristiques de Cl. perfringens ont toujours été observés a 
partir de filtrats récents. I] était facile de mettre cette apparition 
sur le compte de bactéries, traversant des filtres défectueux. 

La thése d’un symbiote mérite plus d’attention. En disparaissant 
sous l’action du bactériophage, Cl. perfringens laisse le champ 
libre an développement de son satellite, resté a ]’état latent. On 
sait depuis longtemps combien il est difficile d’avoir des souches 
anaérobies pures (McIntosh, Zeissler et Rassfeld, Klein, Schmidt). 
Néanmoins, il s’agit toujours de commensaux anaérobies, ayant 
les mémes exigences que leur hdte et lui ressemblant. 

Les organismes isolés par nous n’ont rien de commun avec 
les batonnets classiques de Cl. perfringens. Méme présents en trés 
petit nombre, ils n’auraient pas pu échapper indéfiniment aux 
nombreux observateurs travaillant pendant des années avec les 
souches utilisées par nous. Aérobies stricts (la plupart ne poussent 
jamais ni en gélose profonde, ni dans la partie inférieure du tube 
de Hall), ils ne pourraient pas se maintenir 4 travers tous les 
passages de leur héte dans l’air confiné, a partir d’une colonie 
unique (qui suppose a priori la culture d’une seule cellule). 

Les souches utilisées dans nos expériences sont d’origine 
ancienne et différente. La souche Am-8 et la souche 80 b (2) 
(la derniére mentionnée dans une publication précédente) appar- 
tiennent a l’ancienne collection de Weinberg, constituée pendant 
et aprés la guerre de 1914-1918. La souche W (ou Weinberg) a été 
isolée par nous en 1939, de blessures de guerre. Les souches M 
et T ont été isolées en 1947, par A. Kréguer, du contenu intestinal 
de deux fillettes parisiennes n’ayant eu aucun contact entre elles. 

D’origine et d’ancienneté trés différentes, ces souches ont pour- 
tant donné lieu a l’apparition d’éléments semblables, en |’espace 
de quelques années. Ces éléments, apparaissant nombreux et actifs 


(2) Les deux souches nous ont été aimablement prétées par M"°® Guil- 
laumie et M"* Kréguer. 
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dans le filtrat de ’hote détruit par le phage, ne survivent souvent 
pas, faute de pouvoir s’adapter aux milieux de laboratoire. L’addi- 
tion de culture de Cl. perfringens ou de ses extraits et de filtrats 
bactériophagiques ne parvient pas a recréer les conditions favo- 
rables 4 leur développement. 

Ces faits rendent l’hypothése d’un symbiote difficilement accep- 
table. Bien entendu, tout n’est pas dit, et les expériences partant 
d’une cellule unique permettront de résoudre le probléme. 

Peut-on considérer ces organismes comme des formes d’invo- 
lution ? Cela dépend du sens qu’on préte a ce terme. Entend-on 
par la une forme dégradée dans ses fonctions par rapport a la 
souche mére, mais capable de se multiplier et d’acquérir des 
propriétés nouvelles ? Dans ce cas, on pourrait peut-étre traiter 
certains microorganismes isolés des filtrats bactériophagiques 
comme des formes d’involution. 

Nous sommes bien tentée de considérer ces organismes comme 
prenant naissance aux dépens des fragments cellulaires de Cl. per- 
/ringens. ‘L’apparition brusque d’éléments identiques dans les 
filtrats de souches différentes, leur extréme plasticité, leur inaptitude 
a se développer sur les milieux usuels, font penser a l’apparition 
d’organismes nouveaux. Nos observations ne sont pas encore suffi- 
santes pour soutenir cette hypothése. 


RESUME. 


L’apparition de microorganismes polymorphes et peu actifs, 
doués d’une grande plasticité, a été observée A partir de filtrats 
bactériophagiques de Cl. perfringens. 

Ces éléments présentent beaucoup d’analogie avec certaines 
formes décrites précédemment par de nombreux auteurs chez des 
bactéries aérobies et anaérobies. 

Différentes hypothéses sur Ja nature de ces éléments sont 
discutées. 
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ETUDE PRELIMINAIRE 
DE LA MICROFLORE SULFUREUSE | 
DU BASSIN D’ENGHIEN-LES-BAINS (SEINE-ET-OISE) 


par Hétene WINOGRADSKY. 
(Institut Pasteur. Service de M. Dusarric pe LA Rivibre), 
J. APPERT et A,préz PLESSIS. 


[Institut Frangais du Peétrole 
et Institut Pasteur. Service des Fermentations] (°*), 


Dans nos travaux antérieurs [1, 2] nous nous sommes efforcés 
de mettre en évidence les rapports existant entre les conditions 
écologiques qui prédominent dans les régions d’origine des 
échantillons étudiés et leur microflore, en particulier leur micro- 
flore sulfureuse. La région d’Enghien-les-Bains nous a sembleé 
particuliérement intéressante par sa situation dans une forma- 
tion géologique gypseuse trés typique. 

En consultant le profil géologique du terrain (fig. 1), on 
constate que le lac se trouve dans une cuvette entiérement 
entourée d’une couche de gypse. Une partie des eaux qui |’ali- 
mentent traverse cette couche, s’enrichissant en sulfates dont la 
présence provoque nombre de processus biologiques qui en 
dépendent : réduction des sulfates avec dégagement d’hydrogéne 
sulfuré, oxydation de composés sulfurés et du soufre élémentaire. 
On pouvait donc s’attendre 4 rencontrer un complexe microb:en 
spécifique : réducteurs de sulfates, Thiobactériales, Thiobactéries 
et leur microflore accompagnante. 

‘Nous n’avons pas étudié les eaux des sources du point de vue 
médical. 


ECHANTILLONS ETUDIES. 


Cing lots d’échantillons d’eau et de vase ont été prélevés : 
«EI» : le 24 octobre 1951, eau et vase, rive O. du lac, a une 


(*) Société francaise de Microbiologie, séance du 6 novembre 1952. — 
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Fic. 1. — Profil géologique du bassin d’Enghien-les-Bains 


profondeur de 0,50 A 
1 mj; par temps fro:d 
et couvert, vent N.-N. 
E:; pH de eau, 

a 7,4. 

«E Il»,: le 7 dé& 
cembre 1951, eau et 
vase, rive S. E. du lac, 
pres de la jetée. 

«EILG»: le méme 
jour, eau et sédiment du 
griffon sous le théatre. 
pH ‘de l’eau, 7,1; pH 
du sédiment, 7,0 environ. 

«ETI» le 24 avril 
1952, eau et vase du lac, 
rive S.E., prés de la 
jelée, par temps enso- 
leillé. pH de Veau, 7,4 
4 7,5; pH de la vase, 
13 & Tas 

«ETV»: le 15° mat 
1952, au méme endroit 
que «E III» par temps 
ensoleillé.. pH de l’eau, 
7,4 4 7,5; pH dela 
vase, 7,0. 

«EV»: le 2 octobre 


= 6 
4,0 


1952, par temps  cou- 
vert): ve wir NieNSoee, 
pluies  intermittentes. 


Cing prélévements ont 
été effectués : 1° eau du 
fond du milieu du lac, 
profondeur : 2 42,50 m; 
pH 8,0 4 8,1; 2° vase 
et eau du fond du lac 
au méme endroit que 1° ; 
pH de l’eau, 7,2 a 7,3; 
pH de la vase, 7,0; 
3° eau de la surface du 
lac. au méme_ endroit 
que: 1° ‘et..2°. pH 8.0 a 
8,1 ; 4° eau du lac a en- 
viron 10 m de la berge 
S.E. a une profon- 
deur d’environ 20 cm, 
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pil 8,0 a 8,1 ; 5° eau de vase du lac, rive S. E. prés de la jetée ; 
pH de Venn 7, 4 a 7,5 ; la vase a un pH d’environ 7,0 et dégage 
une fortezodeur de H,S 

A lexception de « E V 2», dont la vase a une teinte grisatre, 
celle des quatre autres échantillons est noire et dégage une odeur 
de H,S plus ou moins forte. 


EXAMEN MICGROSCOPIQUE DIRECT. 


Dans l’échantillon « E IL G » (sédiment du griffon), nous avons 
observé un grand nombre de cristaux et de globules de soufre 
élémentaire, mélangés 4 des cocci et & des batonnets de 1 a 1,5 
de long, ainsi que des formes filamenteuses ressemblant & Thio- 
thric par leurs caractéres morphologiques. 

Il n’a pas été possible, pour des raisons matérielles, de faire 
un examen direct des autres échantillons de vase. 


ANALYSES CHIMIQUES DES EAUX. 


1° Eau du griffon (E Il G). — L’analyse compléte de ces eaux 
effectuée 4 maintes reprises par des spécialistes, n’a pas été rap- 
portée ici. Le prélévement utilisé pour les ensemencements conte- 
nait un dépdt de soufre libre : 0,376 g par litre. 

2° Eaux du lac. — Quelques déterminations ont été effectuées 
sur les échantillons E V2 (fond milieu) et E V5 (jetée) : 


ALCALINITE | SULFATES CALCIUM CHLORE | 4.9 pipre | HeS toTan 


SNaz 
g/l 


0,174 0,084 0,0031 0,0415 
0,164 0,083 0,0061 0,0162 


Les pH ont été indiqués antérieurement. 


EXPERIENCES ET TECHNIQUES. 


Réducteurs des sulfates. — Nous avons utilisé les techniques 
déja indiquées [8]. Nous avons constaté la présence d’organismes 
réduisant activement les sulfates en milieu de Van Delden (type 
Vibrio desulfuricans) dans tous les échantillons étudiés : eau du 
griffon (E II G), vases E III et E V2, plus abondants dans les 
deux échantillons de vase que dans l’eau du griffon peu riche en 
sédiment. 

Nous n’avons pas observé, avec ces échantillons, de réduction 
des sulfites ni des sulfates en milieux de Wilson, Blair et Maud 


(Clostridiales) [3]. 
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Beerens et Hvid-Hansen ont déja signalé [4] que, parmi les 
eaux sulfureuses francdises qu’ils ont étudiées, ]’eau d’Enghien- 
les-Bains était la plus riche en réducteurs des sulfates. 


Bactéries oxydant V’hydrogéne sulfuré (Thiobactériales pourpres 
et filamenteuses blanches). — Pour étudier les espéces de ce 
groupe, qui jouent un réle si important dans le cycle du soufre, 
nous avons employé la méthode de la culture-aquarium, pratiqucée 
antérieurement par de nombreux chercheurs (Winogradsky, 


Fic. 2. — Culture-aquarium en cristallisoir 4 couvercle herinétique : 
diamétre, 12 cm; hauteur, 6 cm. 


Bavendamm, Issatchenko et autres) [5, 6, 7] et redécrite par nous 
dans un autre travail [2]. 

Nous rappelons briévement cette méthode: une éprouvette 
a pied de 500 cm* (ou 1 000 cm’) est remplie d’un mélange d’eau 
et de vase additionné des sels nécessaires (1), le volume de la 
vase atteignant un tiers de la hauteur du récipient et laissé 
exposé a la lumiére. En plus de ces aquariums « classiques », 
nous nous sommes servis de cristallisoirs 4 couvercle hermé- 
tique (fig. 2), contenant approximativement le méme volume 
relatif de vase que les éprouvettes. Nous avons aussi utilisé des 
« micro-aquariums » constitués par des tubes de 20 mm ou, 
mieux, des fioles de Legroux, hermétiquement bouchées, en posi- 


(1) Nous en rappelons la composition, variante de Bavendamm ; par 
litre d’échantillon: SO,Ca: 5 g; SO,Mg: 5 g; cO,Ca: quantité 
variable suivant le pH initial de V’inoculat [6]. 
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tion verticale, qui présentent une large surface a la lumiére. Ces 
micro-aquariums donnent des résultats plus rapides : l’équilibre 
biologique nécessaire aux pullulations microbiennes étant atteint 
plus vite dans un volume de vase plus petit. On observe déja 
leur apparition au bout de trois jours. Mais il n’est pas -indiqué 
de conserver ces cultures au delé de cinq ou six mois. Au 
contraire, la durée des cultures 4 gros volume est de plusieurs 
années. [La culture-aquarium en récipient peu profond favorise 
les pullulations des formes filamenteuses blanches, pour quelques 
semaines du moins, leur offrant une surface de vase plus grande 
que celle des aquariums en éprouvette. 

Pour l'étude plus détaillée, nous avons repiqué les cultures 
brutes en tubes de 10 mm en milieu de van Niel [8], cultures de 
courte durée : quinze a dix-huit jours. 

Les pullulations en aquarium débutent en formant une zone 
lie de vin jusqu’Aa 8 a 10 cm au-dessus du niveau de la vase, 
marquant ainsi la zone de pénétration de ’hydrogéne sulfuré. Le 
pH de cette zone est de 7,5 a 8,0 et l’eau donne une réaction SH, 
positive. Le pH de la zone limpide supérieure est de 7,0 environ 
et la réaction SH, est négative. Ceci confirme le phénoméne du 
« barrage bactérien » a Vhydrogéne sulfuré déja démontré 
in vitro {8]. Au bout de trois a quatre jours la zone rose 
s’éclaircit, des plaques lie de vin se forment dans |’épaisseur et 
a la surface de la couche de vase ot la réaction SH, est positive. 
L’organisme provoquant ce phénoméne présente tous les carac- 
téres de Chromatium vinosum. C’est un batonnet de 5 a 6 uw de 
long sur 1 4 1,5 » de large renfermant des globules de soufre 
dans son cytoplasme, trés mobile (fig. 3). D’autres pullulations 
apparaissent dans |’épaisseur de la vase. Au début leur teinte 
est blanc verdatre, virant ensuite au rose pale et au rose sang. 
Ce sont des espéces phytogléiques que nous pouvons identifier 
avec Lamprocystis, Amoebobacter roseus, Am. granula, Am. 
bacillosus, Thiopedia et, dans certains prélévements, Thiopoly- 
coccus ruber. Nous avons observé des spirilles de petite taille, 
mais nous ne pouvons affirmer que ce soient des Thiospirilles. 

Les espéces précédemment citées ont été rencontrées dans tous 
les échantillons. 

Les espéces filamenteuses blanches sont représentées par 
Beggiatoa alba, Beg. media et Beg. minima. Elles n’ont été 
trouvées que dans les échantillons prélevés prés de la berge. 
L’espéce Thiothrix a été observée une seule fois dans |’échan- 
tillon de sédiment du griffon. 


Bactéries oxydant les composés du soufre partiellement oxydés . 
(Thiobacillus thioparus). — Pour mettre en évidence la_pré- 
sence de ces germes, nous avons employé, comme d’habitude, la 
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technique de Waksman [9]: ensemencement en milieu « 65 » (2), 
i 5 p. 1000 de thiosulfate de sodium, réparti en fioles d’Erlen- 
meyer de 200 em® & raison de 100 ml par fiole, avec 1 4 2 ml de 
l’échantillon, eau ou vase selon le cas. La présence de ces orga- 
nismes se manifeste par l’apparition d’une pellicule blanche de 
soufre a la surface du liquide. Sous le microscope elle apparait 
composée de minuscules globules de soufre élémentaire mélangés 


4 des batonnets Gram-négatifs de 2 4 2,5 » de long que nous 


Fic. 3. — Chromatium vinosum : groupe de cellules. Gross. : & 4 600. 


avons observés a maintes reprises dans des échantillons de pro- 
venance européenne et que nous supposons sapparentés au 
Thiobacillus thioparus de Beijerinck [40], quoique morphologi- 
quement différents : plus courts d’environ 1 p et plus ténus. Pro- 
voquant le méme phénoméne, nous avons observé, dans E V 2 
(vase du fond du milieu du lac), un organisme ovale de 1 4 1,5 w 
de long, ressemblant 4 un organisme trouvé dans un échantillon 
de la Cote d'Ivoire [4] (fig. 4). Le développement de ces orga- 
nismes coincide avec l’affaiblissement et la disparition éventuelle 
de_la réaction iode-amidon. 


(2) Nous en rappelons la composition : thiosulfate de sodium: 5 g ; 
chlorure d’ammonium : 0,1 g; bicarbonate de sodium: 1 g ; phos- 
phate de potassium bibasique : 0,2 g ; chlorure de magnésium : 9,1 ou 
eau bidistillée : q. s. pour 1 1 [44]. 
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Plusieurs ensemencements et repiquages, pratiqués avec 
chacun des échantillons, montrent qu’ils sont tous trés riches en 
ces germes, la vase plus que l’eau. 

Dans les prélévements d’automne le processus est plus intense 
que dans les prélévements de printemps. La dose de thiosulfate 
offerte est consommée en quarante-huit heures avec les premiers, 
tandis qu’avec les seconds il faut trois ou quatre jours pour que 
le processus s’accomplisse. 

_Le repiquage classique, en vue d’un isolement en culture rela- 
tivement pure (culture brute en milieu liquide —» repiquage en 


Fic. 4. — Organisme ovale de fonction Th. thioparus, prédominant 
par rapport & la forme bacillaire de la méme fonction. Gross. : X 1 581. 


milieu liquide -> repiquage sur gélose thiosulfatée —> repiquage 
en milieu liquide) n’a donné de bons résultats qu’une seule fois 
avec l’eau du griffon. Ce germe se préte mal a des repiquages 
successifs dans notre cas particulier. 


Bactéries oxydant le soufre élémentaire (Thiobacillus  thio- 
oxydans). — Ainsi que dans le cas précédent, nous nous sommes 
servi de la méthode de Waksman en employant le milieu « 68 » (8), 


(3) Nous rappelons sa composition : sulfate d’ammonium : 0,2 g; 
phosphate de potassium bibasique: 3,0 g; sulfate de magnésium : 
0,5 g; chlorure de calcium : 0,25 g ; sulfate de fer: traces ; fleur de 
soufre : 10 g. Il est préférable d’introduire le soufre aprés répartition 
du milieu dans des fioles d’Erlenmeyer. On stérilise 4 la vapeur pen- 
dant trente minutes trois jours consécutifs [14]. 
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mais nous avons observé que le processus se déclenchait avec une 
erande lenteur. Nous avons obtenu de meilleurs résultats avec des 
cultures brutes de Th. thiooxydans en laissant ces germes se 
multiplier dans une culture en milieu a thiosulfate épuisée ov 
le germe spécifique (Th. thioparus) se trouve affaibli par manque 
de métabolite. On observe alors que la pellicule de soufre élé- 
mentaire, qui recouvre la surface du milieu liquide, présente 
de minuscules plages de dissolution qui s’élargissent progres- 
sivement jusqu’A disparition totale de la pellicule de soufre. Le 
pH enregistre une baisse brutale de plusieurs unités. Dans notre 
cas, ce processus s’accomplit~en six A huit jours. L’examen 
microscopique révéle alors la présence d’un batonnet de 1 pw de 
long aux extrémités arrondies, Gram-négatif dans les jeunes 
cultures, devenant Gram-positif A mesure que la _ culture 
vieillit [44, 42] et qui est le Thiobacillus thiooxydans. 

Nous l’avons trouvé dans tous les échantillons; son action 
semble étre complémentaire de celle de Thiobacillus thioparus. 


Microflore accompagnante. — Nous avons recherché un aspect 
général de la flore hétérotrophe aérobie en utilisant comme milieux 
de culture : eau du lac-extrait de boue gélosé, bouillon de haricot 
glucosé gélosé et bouillon nutritif gélosé. Cette flore, tres réduite 
dans l’eau du griffon (5 a 6 souches seulement : des coccobacilles 
non identifiés — 1 Pseudomonas vert fluorescent, 1 variété de 
bacillus subtilis — des Mycobactéries du type courant des 
conduites d’eau, vraisemblablement un mélange de Myc. luteum 
et lacticola), était, par contre, abondante dans les deux boues 
étudiées: E JIT et EV 2. Elle était alors caractérisée par la 
présence : de bacilles (groupe subtilis-megatherium-cereus), du 
Pseudomonas vert fluorescent déja trouvé dans l’eau du griffon 
et d’Actinomycétales (spécialement des Streptomyces). Le Pseudo- 
monas était particuliérement abondant dans Ja vase E V 2 pré- 
levée au milieu du Jac en automne ; il constituait environ 10 p. 100 
des cultures obtenues sur plaques de gélose nutritive ensemencées 
avec cette vase; il était rare, dans les mémes conditions, avec 
la vase E III prélevée sur la rive du lac au printemps. Nous 
avions déja antérieurement rencontré cet organisme dans des 
cultures brutes en milieu pour thiobactéries (4). Par ailleurs, 
nous avons déja rappelé le réle des bacilles du groupe subtilis 
dans le cycle naturel du soufre [43] et mentionné la présence 
d’Actinomycétales dans des cultures brutes de thiobactéries [4] 
en montrant qu’ils ne paraissaient pas jouer de réle direct dans 
le métabolisme du soufre [4]. 

Les hétérotrophes anaérobies ont été recherchés en gélose VF. 


(4) Observation non publiée. 
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Dans les trois prélévements cités nous avons trouvé des orga- 
nismes anaérobies stricts, notamment du type Clostridium, qui 
produisent de Vhydrogene sulfuré a partir de composés orga- 
niques sulfurés. L’eau du griffon renfermait deux souches douées 
de cette propriété: 1 Clostridium et 1 Plectridium particulie- 
rement actifs. Il en était de méme des deux principales souches 
anaérobies strictes isolées de |’échantillon de vase E III, prélevé 
sur le bord du lac au printemps, alors que les souches isolées 
de l’échantillon de vase EV 2, prélevé au fond du milieu du 
lac en automne, produisaient trés peu d’hydrogéne sulfuré. 

Nous avons également recherché la flore cellulolytique. Pour 
les aérobies nous avons utilisé les plaques de silico-gel imprégné 
de milieu minéral (5) et de carbonate de calcium et recouvert 
d’une rondelle de papier filtre Durieux stérile. Avec l’eau du 
griffon : résultat complétement négatif. Les deux échantillons de 
vase ont donné quelques résultats positifs : taches ocres assez 
rares indiquant la présence d’organismes qui présentaient au 
microscope l’aspect de Cellvibrio dominants parmi d’autres 
types. En anaérobiose, les essais ont été effectués, en tubes 
scellés, avec le méme milieu minéral additionné de carbonate de 
calcium en présence d’une bandelette de papier filtre stérile. 
Résultats également négatifs avec l’eau du griffon. Avec les deux 
échantillons de vase nous avons constaté la présence de cellulo- 
lytiques trés actifs. 


Discussion et CONCLUSION. 


Pour une étude purement écologique comme celle-ci, nous 
avons jugé suffisant de démontrer la présence des espéces spéci- 
fiques par leur fonction, plutdt que de les isoler en cultures rela- 
tivement- pures en vue de les identifier systématiquement. La 
morphologie trés caractéristique de certaines d’entre elles — 
telles que les Thiobactériales — nous a permis de les reconnaitre 
et de les nommer. 

Bien qu’il ne s’agisse que d’observations préliminaires, nous 
sommes en mesure d’indiquer la nature du complexe bactérien 
du lac d’Enghien et d’en faire Ja comparaison avec celui d’autres 
régions étudiées au cours de ces derniéres années. 

Ce complexe est caractérisé par l’abondance des réducteurs 
des sulfates et des bactéries oxydant le soufre et ses composés. 

Les Thiobactériales pourpres et blanches se trouvent partout 


(5) Milieu minéral pour cellullolytiques : NO,NH,: 1 g ; PO,HK, : 
1g; SO,Mg, 7 H,0; 0,5 g; CINa : 0,1 g ; eau de conduite : q. s. pour 
1000 ml. Aprés séchage habituel, laquer la surface avec une suspension 
aqueuse de CO,Ca stérile et sécher en laissant juste assez d’humidité 
superficielle pour que la rondelle de papier filtre adhére 4 la surface. 
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ou il y a dégagement d’hydrogéne sulfuré et leur pullulation 
varie avec l’abondance de ce dernier. 

En fait, dans nos recherches actuelles, nous avons observé des 
formes phytogléiques : Lamprocystis, Thiocystis, Thiopedia et 
plusieurs espéces d’Amoebobacter. Dans la région parisienne 
elles ne montrent pas de spécificité écologique ; ce sont des 
formes résistantes, qui supportent les conditions défavorables : 
intempéries. etc. 

Les bactéries filamenteuses blanches sont présentes dans la vase 
du lac prés de la berge. Nous y avons observé trois espéces de 
Beggiatoa et Thiothrix dans les sédiments du griffon [E II G] (6). 

Les Chromatium attirent lattention par leur spécificité écolo- 
gique. Chromatium vinosum est en prédominance absolue dans 
les prélévements de vase d’Enghien. I] fait son apparition le 
premier dans les aquariums, quarante-huit heures aprés leur 
installation. Il est remarquable par sa teinte lie de vin et par son 
intense mobilité (7). 

Tous les prélévements sont riches en Thiobacillus thioparus et 
Th. thioorydans. Leur activité, de ce point de vue, n’est sur- 
passée que par celle de certains échantillons provenant de la 
Céte d'ivoire [413]. La vase est plus riche que l’eau et les préle- 
vements d’automne sont plus actifs que ceux du printemps. 

L’action des deux espéces est interdépendante : Th. thiooxy- 
dans utilise le soufre déposé par Th. thioparus. Ainsi il est plus 
facile d’obtenir une culture du premier en laissant le processus 
suivre son cours dans une culture épuisée de Th. thioparus. 

Parmi les organismes de la flore hétérotrophe accompagnante, 
nous avons constaté la présence, aussi bien dans l’eau du griffon 
que dans les échantillons de vase, quels que soient le lieu et 
lépoque du prélévement, de bacilles du groupe Subtilis-mega- 
therium dont le réle direct dans le métabolisme du soufre a déja 
été signalé. De méme, plus rares dans le prélévement de vase 
d’automne du fond du milieu du lac, nous avons mis en évidence 
la présence d’organismes anaérobies producteurs d’hydrogéne 
sulfuré a partir de composés organiques sulfurés. 

Nous avons, en outre, signalé la présence d’organismes 
aérobies du genre Pseudomonas et du groupe des Actinomycé- 
tales dont nous n’avons pas cherché a préciser le réle, manifes- 
tement indirect, dans les processus qui nous intéressaient dans 
le présent travail. 


(6) L’un d’entre nous avait déja trouvé ces formes dans la piéce 
d’eau de Garches et dans un cours d’eau du pare de Chantilly [2]. 

(7) Dans la piéce d’eau de Garches on trouve surtout Chromatium 
okenit. Tl donne des pullulations massives en fin septembre (observation 
de A.-R. Prévot, communication personnelle). 
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Accessoirement, nous avons recherché la flore cellulolytique 
qui s’est révélée beaucoup plus active, dans les échantillons de 
vase, en anaérobiose qu’en aérobiose. 
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SUR LA RECEPTIVITE DE CERTAINES ESPECES 
AU VIRUS DE LA MALADIE DE NEWCASTLE 


par L. PLACIDI et J. SANTUCCI. 


I. — R&cepriviri DES COLOMBINS. 


Nous avons utilisé, pour ces expériences, 5 souches marocaines 
de virus de Newcastle isolées sur embryon de poulet 4 partir de 
l’encéphale et de la rate de poules atteintes de la maladie 
spontanée. 

Ces souches, qui s'immunisent entre elles, présentent ]’immu- 
nité croisée avec les souches de la maladie de Newcastle isolées 
et identifiées en France et en Italie (souches Jacotot et Ubertini). 

L’hémagglutination qu’elles provoquent des globules de poulet 
est inhibée par les sérums anti-Newcastle. 

Pour les inoculations, on s est servi de liquide allantoique a 
pouvoir pathogéne élevé pour l’embryon (titre d’au moins 1-10—8) 
et, pour les gavages et repas infectants, du méme liquide accom- 
pagné du broyat de l’embryon et de ses annexes; et, dans 
1 cas (n° 30 et 31), du broyat de rate et d’encéphale d’un poulet 
mort de maladie naturelle. 

Ces virus tuent la poule neuve adulte dans un délai moyen de 
cing 4 six jours avee symptoémes et lésions classiques. 


A. — TouRTERELLE bDEs Bols (Slreptopelia turtur turtur). 


1° Deux tourterelles (n* 8 et 9), laissées dans la méme cage 
que 2 poules inoculées de virus, restent indifférentes, tandis que 
les volailles meurent le septiéme jour. 

2° Deux tourterelles (n* 10 et 11) résistent a l’ingestion pen- 
dant deux jours consécutifs de graines arrosées de virus. 

38° Ces 4 tourterelles (n* 8 4 11), inoculées dans le pectoral, 
ainsi que deux autres (n°* 12 et 13), avec 1/2 ml de liquide allan- 
toique,. sont paralysées le quatriéme et le cinquiéme jour et suc- 
combent le lendemain. 


B. — Piceon siser (Columba livia livia), 


a) Le contact direct dans la cage, avec des volailles infectées 
succombant dans les délais normaux, reste sans effet sur 
4 pigeons (n* 14, 15, 16, 17). 
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b) L’ingestion de repas virulent pendant trois jours permet 
a 4 pigeons de résister, tandis que les poules meurent norma- 
lement (n°* 18, 19, 20, 21). 

c) Quatre pigeons (n* 22, 28, 24, 25) recoivent dans le muscle 
pectoral la méme dose de virus que les tourterelles ci-dessus ; 
le cinquiéme jour, 2 montrent une démarche titubante ; le sep- 
tiéme jour, les ailes sont parésiées et on note des mouvements 
incoordonnés de la téte ; le huitiéme jour, ils sont tombés sur 
le cété, entr’ouvrant périodiquement le bec. 

L’un survit pendant quatre jours encore (mort le douziéme 
jour) ; le second meurt le treizisme jour a4 peu prés totalement 
paralysé, ne pouvant remuer que la queue. 

Les deux autres, paralysés respectivement le neuviéme et le 
dixiéme jour, meurent le onziéme et le quatorziéme jour. Ils 
peuvent, jusqu’aé la fin, déglutir l’eau qu’on leur offre avec une 
pipette ; l’ceil reste net et mobile. Pas de coma préagonique. 


C. — Piceon RAMIER (Columba p. palumbus). 


a) L’infection par cohabitation se montre inefficace (n° 26 et 27). 

b) Deux ramiers (n® 30 et 31) sont gavés avec un repas infectant. 

Le sixiéme jour, un deuxiéme repas infectant est administré, 
constitué par le broyat de rate et d’ericéphale d’une poule morte 
de maladie spontanée avec des lésions particuliérement nettes. 

Un des deux est trouvé mort deux jours aprés (huitiéme jour). 
L’autre est paralysé le dixiéme jour et meurt le onziéme jour, 
ayant manifesté des mouvements désordonnés de la téte. 

c) Deux ramiers (n°* 28 et 29) sont inoculés dans le muscle pec- 
toral dans les mémes conditions que les tourterelles et les pigeons 
domestiques. 

Dés le lendemain (dix-huitiéme heure), l'un est immobile ; il 
meurt vers la trentiéme heure, les pattes en extension, la queue 
relevée, les ailes entr’ouvertes. 

‘Le deuxiéme présente le sixiéme jour seulement les premiers 
signes de paralysie (démarche ébrieuse, aile trainante) ; ces signes 
se confirment le lendemain, et l’oiseau reste couché sur le_ céteé. 
L’évolution se poursuit ainsi jusqu’au dix-neuviéme jour, ot 
l’animal succombe paralysé, mais sans que la téte paraisse parti- 
ciper au processus. 


Ainsi, des colombins, domestiques ou sauvages, infectés dans 
notre expérience, aucun ne l’a été par le contact; 2 seulement 
V’ont été par la voie digestive (les ramiers n°* 30 et 31). Tous sont 
sensibles 4 l’inoculation intramusculaire. 

Il reste done possible, bien qu’aucun cas démonstratif n’en ait 
élé apporté au Maroc, que le pigeon soit parfois attemt naturel- 
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lement et qu’il joue un role dans la propagation de la maladie. 

Cependant nous n’avons pas retrouvé Je virus dans les féces ; 
nous n’avons pas pu transmettre a la poule la maladie par le 
contact ni par la voie digestive. Seule inoculation de l’encéphale 
e! de la rate par la voie intramusculaire a donné un résultat positif 
en tuant la poule en six a huit jours. 

Nous avons également, a partir des rates et encéphales des 
colombins primo-inoculés, lors d’un deuxiéme passage, infecié 
des pigeonneaux par la vole intramusculaire. 

Ils sont tous morts en deux a sept jours (ef. tableau) aprés une 
phase de somnolence trés courte comparable a celle que l'on 
observe habituellement dans la maladie expérimentale de la poule, 
mais sans présenter de signes paralytiques, sympl6mes dominanis 
de l’infection chez les primo-inoculés. 


Nous avons essayé enfin de transmettre le virus 4 l’embryon de 
poulet par inoculation dans la cavité allantoique au dixiéme jour 
a partir des organes (encéphales et rates) des primo-inoculés et 
4 partir des mémes organes des pigeonneaux. 

Le tableau joint montre : 

1° Que l’embryon de poulet est sensible au virus passé sur les 
premiers colombins, mais qu’il l’est moins aprés le passage sur 
pigeonneau (3 cas positifs seulement au second passage). 

2° Que le virus du paralytique le plus caractéristique (ramier 
n° 19), mort en dix-neuf jours, n’a eu aucune action sur ]’embryon, 
alors qu'il a tué 2 pigeonneaux en deux et quatre jours, c’est- 
a-dire dans le plus court délai observé. 

3° Enfin, que Vhémagglutination et les lésions ne sont pas 
toujours concordantes. 


II]. — R&cerrivité pu CANARD. 


Les observations faites dans les élevages nous ont appris qu’au 
Maroc le canard n’est jamais infecté, bien que vivant au milieu 
des poules trés largement contaminées. Elles concordent avec 
lopinion la plus généralement admise. 

La recherche du pouvoir neutralisant et du pouvoir inhibiteur 
de l’agglutination nous a donné les résultats suivants : 

En milieu sain, sur 3 canards, le pouvoir neutralisant et ic 
pouvoir inhibiteur sont nuls. 

Sur 3 de ces oiseaux, provenant d’une basse-cour trés forte- 
ment infectée, un sérum abaisse 4 1/320 le taux d’agglutination 
du virus, primitivement de 1/640 ; le méme virus tuant l’embryon, 
a la dilution de 1/108, n’est pas neutralisé par une égale quantité 
de sérum et tue en trois jours 4 embryons sur 4. 

Sur 2 canards achetés au marché, l’un ne recéle aucun anti- 


HOA 


VIRUS DE LA MALADIE DE NEWCASTLE 


‘OUV[NOSNUL-BAjUL UoNeTnoour red quowonbiun s9j90suy (g) 
‘070 ‘uoArquo-neouvo0esid-offodoyanoy Yavd oayne.p jo javd oun,p woLaquia-a[fero}.ano] olsas Bl OUOp B UC “Ey & g SeT[910}.1N0] sop INAed e SQ}OOJUT P19 WUO EY-gF 
xneouuoesid sop onb isure jso,9 “sommoout-owad surquiojos sep ajed-a[vydgoue oSuelpu od] Ae sonjooyo 919 JUO xneouuoesid ans sosessed sory (f) 


1 


\ 
“OTAING ae Big ‘U yg U9 ¥ a 6 Sé ‘ ‘JUDATAINS 9 sift 61 } ‘WT ‘900, 
“OIAING of if vE e 3 63 oN 
‘VUOATAIMS ¢ ] . : Ad | 
tai ice ‘£G u0 7. ' [rr BS qUaATAANS ¥ a Gon 
aii) Ue Sh thea. a al) tee ee eG Gem “08 SC ON Te 
a ‘U GL Ue | ; pli |o = el j ‘SIITWEI SUOISTG 
-‘ayaatig: Sek yates pee Of ea Ie 78 leah Se | ts Fe elec 
“QIANG | Folch. Wt ot Ud GeUOby all Meh RCanIN Ge | a 
P aN tae t= "Ul Sy ua & i a ao “‘U Fz afte \ ‘TOT}Sesu] 
“i ihe =e 1 8) US Cy ey ae ‘Y ¥z 02g Pooh Shy SP aactine Of Sy istee ae oe Yr +9 {ty “Te oN 
"OIAING aa 1s | 
Be | eet USGA \ ‘monsesuy 
“oTAING To} or} +] + }aeeteyy +] +] uete al tena “0€ oN 
lie ate Usry+yt ( ‘saotures SUOdSI 
TY NS ROCHE. Lig oo 
¢ : = 19 | €& 90u 
OT dayne Ween | eae anenee EAD ge pa ee Ae) A ee ear pee ce U Te oN 
sie : p % Bis) 3 
| hap StS Ue Se Se ee 
"OLAING {9 | ¢% Tee | ls Mckay ‘W’T ‘900, 
“TLs87 Ua g EG) Or] eee lle, ee ee Se ‘U $4 + 7 fg ‘g “ET @ 8 soN 
ae dice Sy Mee ehh ise) oe “UCL aS Thi Ur sr des dey | eal yaar "So][@do]NO TL, 
i oz te o 2 ge Is eis ie gz 
an i: ae e | a Eee sre; 2; ke] a] 2s f. | ae 
iS) e Ca 6 e ues EBS & ° Ps ipa S) eS a a 
a os 4 oo iS. an ee n oO & ; 
a 5 @ D 5 fer) an = na 5 fo) a 5 @ 
avour SUIqUIO[OD sep 
osessed 0g osessed 4} escessed og osessed yo] az NOILVIOQOONI-ONINa 
Xuvouuossrd pe 
Ins 
xneouuoosid sap ansed e FOVSSVd Sg[noout-owlsid surquopoo sep ayied e 
NOAUMN,T VY NOILVINOONI NOAYANA,T + NOILVINOONI 


38 


Annales de UInslitut Pasteur, t. 84, n° 3, 1933. 


592 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


corps dans son sérum, ]’autre a un pouvoir inhibiteur faible et 
aucun pouvoir neutralisant. 

Il n’y a done aucune indication a tirer de ces faits pour la 
résistance du canard, ni comme test d’infection. 

La mise en évidence du virus dans les féces est restée négative. 


TRANSMISSION EXPERIMENTALE. — A. Deux canards ont résists, 
sans manifester aucune réaction, a l’ingestion pendant deux jours 
consécutifs d’un repas infectant qui tue les témoins dans les 
conditions habituelles. 


B. Deux canards sont inoculés dans Vencéphale avec 5/100 de 
millilitre de virus. Ils paraissent indifférents pendant vingt-deux 
jours, lorsque apparait, chez l’un d’eux, une paralysie de J’aile 
droite ; l’animal ne présente pas d’autre symptéme et suit son 
congénére. 

Le deuxiéme est paralysé des deux pattes le vingt-septiéme jour. 
L’appétit est conservé, pas d’amaigrissement notable. 

Le virus n’est pas décelé dans les féces. 

L’affection évolue trés lentement vers la paralysie générale des 
pattes et des ailes et les 2 oiseaux sont complétement couchés 
vers le quarantiéme jour mais continuent 4 manger. Ils meurent 
le cinquante-troisiéme et le soixante-deuxiéme jour, sans avoir 
manifesté de symptémes autres que ceux relatés ci-dessus. 

A Vautopsie, pas de lésions particuliéres ; l’encéphale est broyé 
et inoculé : 

1° A des ceufs embryonnés : sur 6 ceufs, 4 sont tués en quarante- 
huit heures ; 2 sont tués en soixante-douze heures. 

2° A 2 poules neuves ; elles meurent les onziéme et douziéme 
jours. 

Par contre, la rate n’est pas virulente ; le virus n’est pas plus 
présent dans le sang. 


PASSAGE DU VIRUS PAR L’OEUF DE CANE. — Le liquide allantoique 
d’un embryon de poulet est inoculé 4 la dose de 5/100 de millilitre 
dune dilution 4 1/10 (tuant la poule en huit jours) dans l’ceuf 
embryonné de cane du quinziéme jour. 

Sur 2 ceufs, 2 morts en soixante-douze heures environ. 

Au huitiéme passage, la virulence pour l’embryon de canard est 
inchangée, mais le pouvoir pathogéne pour la poule est diminué 
(mort en onze jours) ; au quinziéme passage, méme résultat pour 
’embryon ; le titre hémagglutinant est de 1/640; le virus tue la 
poule inoculée dans les mémes conditions en quatorze jours avec 
signes nerveux et paralytiques ; le virus du vingt-cinquiéme passage 
par T’oeuf de cane fait succomber Ja poule en dix-sept jours. 
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‘Les passages sont poursuivis en série chez la poule ; on observe : 


Pour le 2esp ascacen cur taka co.) A. eee Mort en 17 jours. 
Pourvlei3= passage... he eben Ss ts Mort en 44 jours. 
Pour lepassage 5 ae ees te es SY Mort en 14 jours, 
Bonriersspassagemienss «5. cedeailes- ~pien Mort en 40-41 jours, 
Pour les 6-7-8° passages... .......%. Mort en 8-10 jours. 


La virulence initiale est récupérée. 


La réceptivité du canard au virus de la maladie de Newcastle 
a fait ’objet de recherches de nombreux auteurs. Pour la plupart 
d’entre eux, le canard et le caneton résistent naturellement a la 
maladie et ne sont réceptifs expérimentalement qu’a ]’inoculation 
intracérébrale. 

Nos recherches confirment donc ce dernier point de vue. D’autre 
part, cette « réceptivité » parait revétir un caractére assez parti- 
culier. I] est digne de remarque que les espéces les moins récep- 
tives an virus (pintade, canard et méme colombins d’aprés nos 
expériences) traduisent leur infection par une symptomatologie 
presque exclusivement nerveuse, Ce neurotropisme du virus est 
bien connu (1). 

Ces observations doivent étre rapprochées de certaines autres 
similaires d’infection d’animaux peu réceptifs ou méme réfrac- 
taires 4 d’autres virus. I] semble, dés lors, possible de leur donner 
_ une interprétation plus générale sur laquelle nous nous proposons 
de revenir 4 |’occasion. 


III. — Essais DE TRANSMISSION A QUELQUES OISEAUX SAUVAGES. 


Nous avons tenté également des essais de transmission a un 
échassier trés commun au Maroc, le « pique-beeuf » (Bubulcus 
ibis-ibis). 

Trois pique-beeufs ont regu 1/2 ml de liquide allantoique d’une 
de nos souches. Ils ont succombé les dixiéme, dix-septiéme et 
vingt-septiéme jours aprés, sans signes prémonitoires. 

Trois autres sujets ont été infectés per os avec un mélange de 
4 souches (embryons et liquides broyés). L’un meurt en trois jours. 
Un deuxiéme repas infectant est administré aux 2 autres six jours 
aprés le premier. Les 2 oiseaux meurent respectivement vingt-sept 
et trente-huit jours aprés la premiére infection et seize et vingt- 
neuf jours aprés le deuxiéme essai, toujours sans symptémes parti- 
culiers apparents. 

Le broyat en eau physiologique tamponnée a pH 7,1 du mélange 
encéphale-rate de chaque oiseau est inoculé 4 l’embryon de poulet ; 


(1) P. Lérrne. Neurotropisme de la peste aviaire. C. R. Soc. Biol., 1936, 
424, 509-510. — E. Manoussaxis. La pseudo-peste des poules et son 
neurotropisme. C. R. Acad. Sci., 1947, 224, 967. 
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4 ceufs sont utilisés pour chaque cas. Un seul mélange se montre 
positif, celui du sujet mort en trois jours. Les embryons présentent 
les lésions typiques et le liquide allantoique est agglutinant 
a 1/320. 

Un second passage sur embryon a confirmé les résultats du 
premier et le liquide allantoique s’est montré infectant pour la 
poule neuve. : 

Le virus n’a pu étre mis en évidence dans les féces des animaux 
morts. 

Les autres embryons, sauf un (mort sans lésions caractéristiques 
et sans pouvoir agglutinant du liquide), éclosent normalement. 

Il n’est done pas exclu que le pique-boeuf puisse constituer un 
intermédiaire dans l’épidémiologie de la maladie naturelle. 

Toutefois, il ne nous a jamais été signalé de cas suspects prés 
des poulaillers dont cet oiseau est couramment le commensal au 
Maroc et nous n’avons jamais eu 4 examiner aucun cadavre. 


y 


La méme observation s’applique a la cigogne, si commune 
également et dont le réle serait en tous points comparable. Nous 
n’avons pu éprouver encore la réceptivité de cet échassier. Saillard 
a signalé la mort d’une cigogne qu’il rapporte 4 une épizootie 
observée dans un poulailler voisin. Il ne semble pas que ce cas 
unique ait fait l’objet d’aucune vérification expérimentale. 

Nous avons encore eu l’occasion d’éprouver un gypaéte barbu 
(gypaetus barbatus aureus), rapace carnivore commun dans cer- 
taines régions du Maroc. Nous avons conservé plus d’un an un 
exemplaire de cette espéce, en lui faisant consommer de multiples 
cadavres de poules mortes de la maladie spontanée ou expéri- 
mentale. 

De plus, cet animal a recu a plusieurs reprises, dans le muscle 
pectoral, des inoculations de doses mortelles de virus de passage, 
auquel il a parfaitement résisté. 

Son sérum, examiné a diverses reprises, n’a montré aucune 
propriété inhibitrice ou neutralisante. 

Enfin, bien que nous ne puissions encore tirer de nos propres 
expériences sur la réceptivité du moineau (qui meurt facilement 
en captivité, ce qui rend difficile l’interprétation de certains 
résultats), il apparait évident que cet olseau, qui joue sans doute 
un réle important dans la transmission passive, est lui-méme 
peu affecté dans les conditions naturelles. 

En résumé, le nombre des espéces normalement réceptives dans 
les conditions naturelles nous parait moins important qu’on 
pourrait le supposer. 

Pour les espéces domestiques, il est limité, selon nous, a la 
poule (a partir de trois mois) et, mais dans une proportion infini- 


BN . 


ment moindre, 4 la dinde et, beaucoup moins encore, au pigeon. 


SUR L’ACTIVITE ET LA CROISSANCE 
DES BACTERIES ANAEROBIES SULFATO-REDUCTRICES 
EN CULTURES SEMI-AUTOTROPHES 


par J. SENEZ (*). 


(Centre de Recherches Scientifiques, Industrielles 
et Maritimes de Marseille.) 


L’hydrogénase, dont Stephenson et Stickland (1931) ont montré 
qu’étaient douées certaines souches de bactéries anaérobies sul- 
fato-réductrices, permet 4 ces micro-organismes de se développer 
autotrophiquement, en présence d’hydrogéne moléculaire, dans 
des milieux minéraux ot les sources d’azote et de carbone sont 
représentées respectivement par un sel ammoniacal et par le 
bicarbonate de soude (Starkey et Wight, 1945; Butlin et Adams, 
1947; Sisler et Zobell, 1950; Senez et Volcani, 1951). Dans 
ces conditions, l’énergie nécessaire a la croissance et a la réduc- 
tion simultanée des sulfates est fournie par l’oxydation anaéro- 
bie de Vhydrogéne : 

H,SO, + 4 H, —> H,S + 4 H,0. 


Le travail rapporté ici a eu pour but de suivre de fagon continue 
le taux de production de l’hydrogéne sulfurique dans des cultu- 
res semi-autotrophes d’une souche pure de Sporovibrio desulfu- 
ricans. ‘Les conditions de « semi-autotrophie » correspondent au 
fait que, dans ces expériences ot les sources d’énergie, d’azote 
et de carbone étaient purement minérales, on a cependant incor- 
poré au milieu une faible quantité d’extrait de levure. Ce consti- 
tuant, incapable d’assurer par lui-méme le développement des 
germes, accélére trés sensiblement la croissance (Senez, 1951). 
Le barbotage d’un courant d’hydrogéne et de CO, a permis d’en- 
trainer et de recueillir l’hydrogéne sulfuré au fur et 4 mesure 
de sa formation a partir des sulfates. 


MaTERIEL D’ETUDE et METHODES. 


L’organisme employé (Canet 41) est une souche halophile, 
mésophile et non sporulée de Sporovibrio (Desulfovibrio) desul- 
furicans var. aestuari (van Delden-Baars) (Prévot 1948) dont les 
caractéres morphologiques et biochimiques ont déja été décrits 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 6 novembre 1952. 
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ailleurs (Senez, 1951). Bien que, depuis son isolement, elle ait été 
constamment repiquée sur milieu lactate-sulfates de Starkey (1948) 
en l’absence d’hydrogéne moléculaire, cette souche continue 
cependant a étre douée d’une hydrogénase active et ce fait 
constitue un argument en faveur de la nature constitutive de 
enzyme. of 

Les cultures semi-autotrophes ont été réalisées dans un milieu 
de composition suivante : 

Eau distillée, 1 000 cm® ; NH,Cl, 1,0 g ; MgSO,, 7 H,0, 2,0 g ; 
Na,SO,, 18,25 g; K,HPO,, 
0,5’ es CaCl,, 2 H,OPost es 
NaCl, 10,0 g; Difco yeast 
extract, 0,5 g; pH: 7,5. 

La concentration totale 
en soufre-sulfates est de 
4 370 mg (148,6 millimoles 
par litre. Pour les deux 
derniéres expériences, la 
concentration en sulfate de 
soude a été ramenée a4 3,3 g 
par litre, ce qui corres- 
pond au total 4 1002 mg 
(31,33 millimoles) de soufre- 
sulfates par litre. 

On a été amené, en cours 
d’expérimentation, a modi- 
fier également la forme et 
le volume du récipient dans 
lequel étaient effectuées les 
cultures. Pour les deux 
premiéres expériences, 
1500 cm* de milieu étaient 

Fre) ace Schénia placés dans une fiole 

du montage expérimental. conique en Pyrex de 2 1, 

tandis que, dans les deux 

expériences Suivantes, 

600 cm* seulement de milieu étaient logés dans un tube cylindrique 

en Pyrex de 7 cm de diamétre et 40 cm de hauteur. Par ailleurs, les 

cultures des expériences 2 et 4 ont été faites en présence d’une 

certaine quantité de laine de verre préalablement lavée au mélange 

sulfo-chromique, rincée & l'eau distillée jusqu’a neutralité et 
séchée a 120°. 

Aussitot aprés stérilisation a l’autoclave, le récipient contenant 
le milieu et, éventuellement, la laine de verre, était refroidi brus- 
quement, puis ensemencé avec 20 cm® de culture de vingt-quatre 
heures sur lactate-sulfates. 
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Le récipient était obturé par un bouchon de caoutchouc stérilisé 
séparément et muni d’un barboteur en verre fritté, d’un tube d’éva- 
cuation des gaz, d’un capillaire plongeur servant aux préléve- 
ments, et d’un dispositif permettant d’introduire en cours de cul- 
ture une quantité supplémentaire de sulfates (fig. 1). 

IL’air était éliminé par plusieurs cycles d’évacuation a l'aide 
d’une trompe a eau et lavage par le mélange gazeux d’hydrogéne 
et de 5 p. 100 de CO,, dont le barbotage était ensuite maintenu 
durant toute l’expérience. 'L’ensemble du montage était disposé 
dans un bain-marie thermostatique A + 32°. 

Au tube de sortie des gaz étaient reliés en série deux flacons 
laveurs contenant chacun 100 cm* d’une solution d’acétate de zinc 
a 10 p. 100. L’hydrogéne sulfuré recueilli était dosé iodométrique- 
ment avec des solutions d’iode et de thiosulfate 0,1 N. Les sulfu- 
res dissous dans la culture et le pH du milieu étaient déterminés 
sur des échantillons de 2,0 cm® prélevés 4 l'aide d’une seringue, 
par piqdre A travers un opercule de caoutchouc dont était munie 
Vextrémité supérieure du capillaire plongeur. Ce mode de pré- 
levement a l’avantage d’éviter tout contact entre la prise d’essai 
et lair, et toute déperdition en soufre-sulfure par oxydation. 

Enfin, le début gazeux a été estimé trés simplement avec une 
cloche renversée sur une cuve a eau. 


RESULTATS EXPERIMENTAUX 


Dans les conditions de l’expérience 1 (tableau I et fig. 2), le 
taux de production de l’hydrogéne sulfuré est demeuré trés faible 


TABLEAU I. 


Expérience 1. Culture en fiole conique de 2 litres. Volume de milieu : 4 500 cm?. 
Quantité initiale de soufre-sulfates : 6 555 mg (4 370 mg/l). Concentration finale 
en soufre-sulfures dissous dans le milieu : 224 mg/l. Pourcentage des sulfates 
réduits au cours de l’expérience : 33,6. pH final : 9,0. 


H,S sEcugILii 


* ’ 
Bet ou ae (en mg de soufre--sulfures 


(en heures) par litre de culture) 


Total Taux horaire 


219 8 
324, 4 
Atk, 8 
466, 0 
5B9,4 
745,85 
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et n’a pas dépassé 4,6 mg de soufre-sulfure par heure et par 
litre de culture. Ce taux a, par ailleurs, décru progressivement 
avec lage de la culture et, en fin d’expérience, on a constaté 


SS ulfures recuetlle¢ 
() mg par litre cde culture ) 


238 8 3 
Durée d incubation 
‘% heures) 


° °.)6|UCU«O ° 
= & " $ = < 3 3 = g =S 


Fic. 2. — Courbes de production d’hydrogéne sulfuré. Les quantités de soufre- 
sulfures recueillies sur acétate de zinc sont exprimées en milligrammes par 
litre de culture. (1) culture en vase conique; (2) culture en vase conique et en 
présence de laine de verre; (3) culture en tube cylindrique; (4) culture en tube 
cylindrique et en présence de laine de verre. 


une accumulation importante d’hydrogéne sulfuré dans le milieu : 
224 mg de S-sulfures par litre, ce qui représente 23 p. 100 environ 
du total de ’H,S produit. 

Le développement bactérien se manifestait sous forme d’un 
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voile adhérant aux parois du récipient, le milieu liquide étant 
demeuré presque parfaitement clair. 

Ces constatations paraissant indiquer que la faible activité de 
‘a culture était liée & un débit insuffisant du mélange gazeux et 
a la tendance des cellules bactériennes a se fixer sur les surfaces 
solides, l’expérience a été répétée (tableau II et fig. 2) en ajou- 


TABLEAU ll. 


Expérience 2. Mémes conditions que dans |’expérience 1, mais avec addition 
de laine de verre dans le récipient. Quantité initiale de soufre-sulfates : 
6 555 mg (4 370 mg/l). Concentration finale en soufre-sulfures dissous dans le 
milieu : 416 mg/l. Pourcentage des sulfates réduits au cours de l’expérience : 
33,7. pH final : 8,9. 


SS LE SE cS SEE a ED IS 


HS RECUEILLI 
en mig de soufre-sulfures 
5 . 
par litre de culture) 


DUREE D’ INCUBATION 
(en heures) 


Total Ag Total Taux horaire 
24 24 49,4 2,0 
47,5 2a53 333 ,4 Up | 

78 30,5 509,7 8,5 

98 20 573,4 3,2 
144 46 769 ,5 4,2 
168 24 840,2 3,0 
192 24 906,8 2,8 
196 4 965,2 14,6 
200 4 4 034,8 17,4 


tant de la laine de verre dans le milieu afin d’accroitre la surface 
des supports solides en contact avec la culture. Dans ces nouvel- 
les conditions, le taux horaire de production d’H,S s’est élevé a 
12,08 mg de S-sulfures par litre. Toutefois, comme le montre la 
courbe correspondante de la figure 2, l’activité a encore décru 
progressivement avec l’age de la culture. A la fin de ]’expérience, 
on a augmenté de fagon considérable le débit gazeux, ce qui a 
entrainé un accroissement trés marqué de la quantité d’H,S 
recueillie, sans que l’on puisse cependant déterminer s’il s’agissait 
dune accélération du taux d’activité ou de l’entrainement de 
Vhydrogéne sulfuré accumulé dans la culture. Lorsque l’expérience 
a été interrompue, au bout de deux cents heures d’incubation, le 
milieu était 4 pH 8-9 et contenait en solution 416 mg de S-sulfures 
par litre. 

L’influence du débit gazeux sur la production d’hydrogéne sul- 
furé a été déterminée par |’expérience 3 (tableau III, fig. 2), dans 
laquelle la culture a été effectuée dans un récipient cylindrique 
choisi de facon a assurer un meilleur barbotage du mélange 
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Tasieau III. 


Expérience 3. Culture en tube cylindrique de 7 cm de diamétre et 40 cm de 
hauteur. Volume de milieu : 600 cm? Quantité initiale de soufre-sulfates : 
601 mg (1 002 mg/l). Concentration finale en soufre-sulfures dissous dans le 
milieu ; 17,6 mg/l. Pourcentage des sulfates réduits au cours de l’expérience : 
63,0. pH final : 8,6. 


mie H,S RECUEILLI 
DUREE D INCUBATION (en me de soufre-sulfures 


(en heures) DEBIT GAZEUX ~ par litre de culture) 
(cm3/heure) 


Tolal Total Taux horaire 


ee 


a 


60,0 
407,0 
438,3 
457,0 
398,3 
422.5 
464,0 
487,0 
509,7 
634,7 


-_ 
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gazeux. Pour cette expérience, on n’a pas employé de laine 
de verre. 

Les résultats obtenus montrent que, malgré un taux maximum 
de réduction un peu plus élevé que dans l’expérience précédente, 
le méme ralentissement progressif d’activité s’est produit, et que 
ce ralentissement n’était pas influencé par le débit gazeux, lors- 
que celui-ci était maintenu au-dessus d’un certain seuil. Au bout 
de soixante-sept heures, et bien que le débit gazeux ait été main- 
tenu a 4500 cm® par heure, le taux horaire de production d’H,S 
sest abaissé 4 6,8 mg par litre, c’est-a-dire a une valeur plus 
faible que dans l’expérience 2 qui était réalisée dans un récipient 
de forme moins favorable au barbotage et avec un débit gazeux 
trés inférieur, mais dans laquelle le milieu contenait de la laine 
de verre. Le pH final (8,6), moins élevé que dans les expériences 
précédentes, et la faible concentration des sulfures dans le milieu 
(17,6 mg par litre) démontrent que le débit gazeux était suffisant 
pour entrainer l’hydrogéne sulfuré au fur et A mesure de sa 
formation. 

Une quatriéme expérience (tableau IV et fig. 2) a été réalisée 
dans le méme récipient cylindrique que la précédente, mais en 
présence de laine de verre. Durant toute l’incubation, le début 
gazeux a été contrdlé et maintenu au-dessus de 2500 em® par 
heure. L’alcalinisation modérée et lente de la culture et la faible 
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TABLEAU LY. 


Expérience 4. Mémes conditions que pour l’expérience 3, mais avec addition 
de laine de verre dans le récipient. Les 601 mg de soufre-sulfates initialement 
présents dans le milieu ont été totalement réduits au bout de einquante et une 
heures d’incubation, et on a, & ce moment, ajouté stérilement une solution 
contenant 501 mg de soufre-sulfates. Pourcentage des sulfates réduits & la fin 
de Vexpérience (184* heure) : 100. Le pH de la culture et la concentration du 
soufre-sulfures dissous dans le milieu ont été relevés en cours d’expérience. Le 
débit du mélange gazeux a été constamment maintenu au-dessus de 2 500 cm3 
par heure. 


H,S 
DUREE D’ INCUBATION (en mg de soutine enlernee 
par litre de culture) 
pli 
Diseone Recueilli 
Total At dans 

: la culture Total poe 
loraire 
46 16 7,5 33,6 28 ,83 aL tes 
49 3 7,6 33,6 92,4 22,4 
22 3 7,5 56,0 479,0 28,9 
25 3 7,5 91,2 26,5 28,9 
40 45 1,5 428,0 725,0 30,6 
43 3 1,6 410,4 834,41 36,4 
46 3 1,4 46,4 954,7 40,2 
47 4 990,3 35,5 
48 4 7,6 20,8 4 001,0 9,8 
54 2 8,0 14,4 4 040,0 4,5 
61 413 8,3 418 ,4 4 249,7 9,2 
67 3 8,3 104,0 4 345,0 eles 
69 2 8,5 10,4 4 399,0 42,0 
15 3 8,4 86,4 4 445,0 45,3 
80 43 8,5 By 4 675,5 40,8 
92 4 8,5 48,0 4 746,0 47,6 
93,5 {5 8,5 54,4 4 774,0 46,6 
96 8) 8,5 57,6 4 801,5 12,2 
4113 47 8,4 44,6 2 014,0 12,3 
4419 6 8,5 38,4 2 058,7 71,8 
436 47 8,5 44,8 2 116,0 3,4 
163 27 8,3 24,8 -2 194,5 2,9 
467 4 8,2 46,0 2 200,0 4,4 
184 47 8,3 42,8 2021550 0,9 


quantité de S-sulfures en solution dans le milieu montrent que 
ce débit gazeux était suffisant et supérieur a sa valeur limite. 

Dans ces conditions, la courbe représentant le total de lhydro- 
géne sulfuré recueilli en fonction du temps (fig. 2) a pris tout 
d’abord une forme exponentielle, qui indique bien que l’activité 
de la culture s’est accrue avec la population bactérienne. 

A la cinquante-et-uniéme heure d’incubation, les sulfates initia- 
lement présents dans le milieu ont été totalement réduits et leur 
épuisement s’est traduit sur la courbe par la chute brusque, sans 
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ralentissement préalable, du taux horaire de production d’H,S. 
On a alors ajouté aseptiquement a la culture une solution stéri- 
lisée de sulfate de soude contenant 501,1 mg de S-sulfates et la 
production d’H,S a repris progressivement pour dépasser, vers 
la soixante-neuvieme heure, son taux antérieur et atteindre la 
valeur maxima de 42,0 mg par heure et par litre. 

A partir de ce moment, sans que les sulfates soient épuisés et 
sans que le débit gazeux ait été modifié, le taux horaire de 
production d’hydrogéne sulfuré s’est abaissé de fagon constante 
et progressive jusqu’a la fin de l’expérience qui n’a été arrétée 
qu’aprés épuisement total des sulfates, au bout de cent quatre- 
vingt-quatre heures d’incubation. 

A la fin de l’expérience, le développement baclérien se pré- 
sentait macroscopiquement sous forme d’un voile continu adhé- 
rant aux parois du récipient et d’une masse dense et visqueuse 
engluant la laine de verre. Dans la phase liquide demeurée claire, 
l’examen microscopique n’a montré que de trés rares vibrions 
libres, tres mobiles. Par contre, les fibres de Ja laine de verre 
étaient engainées par une substance amorphe et visqueuse, trés 
probablement de nature polysaccharidique, dans laquelle de nom- 
breuses cellules bactériennes se trouvaient incluses et immobili- 
sées. 

Il convenait de déterminer si la diminution progressive de l’ac- 
tivité sulfato-réductrice n’était pas due 4 la formation par les 
bactéries d’une substance inhibitrice, ou 4 l’épuisement du milieu. 
Pour cela, 200 cm* de culture ont été filtrés sur papier pour 
éliminer les débris de laine de verre, puis complétés en sulfates 
par addition de 0,40 g de MgSO,, 7H,O et 0,10 de Na,SO,. 
Cette solution a été répartie dans une série de tubes a essai qui 
ont été stérilisés a l’autoclave et, aprés filtration sur filtre Seitz, 
dans une autre-série de tubes A essai stérilisés. Chacune des 
deux séries de tubes a été ensemencée avec une culture de vingt- 
quatre heures sur milieu lactate-sulfate, et incubée a 32° dans 
une jarre anaérobie, sous atmosphére d’hydrogéne contenant 
5p. 100 de CO,. Dans tous les tubes, le développement bactérien 
s'est produit aussi rapidement et la concentration finale en H,S a 
été ee élevée que dans les tubes témoins contenant du milieu 
neuf, 


Discussion. 


Si on compare l’activité sulfiato-réductrice du méme organisme 
en cultures semi-autotrophes, ot la seule source énergétique est 
constituée par l’hydrogéne moléculaire et en cultures hétéro- 
trophes, on constate que le taux de réduction est sensiblement du 
méme ordre de grandeur dans les deux cas, bien qu’un peu moins 
élevé en autotrophie. C’est ainsi que dans l’expérience 4 la 
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quantité totale de S-sulfures recueillie sur acétate de zinc et dis- 
soute dans la culture a été, au bout des vingt-deux  premiéres 
heures d’incubation, de 235 mg par litre, alors qu’en milieu lactate- 
sulfates-extrait de levure, la concentration en hydrogéne sulfuré 
qu'on obtient dans le méme laps de temps et avec la méme souche 
bactérienne est de 371 mg par litre (Senez, 1951). 

La quantité d’hydrogéne nécessaire pour réduire 42 mg de 
soufre est de 5,25 millimoles, soit, sous les conditions normales 
de température et de pression, 117,6 cm’. En fait, pour: obtenir 
ce taux horaire de réduction des sulfates, le débit gazeux doit 
étre nettement supérieur a la valeur théorique. L’effet favorable 
d’un barbotage énergique s’explique en partie par la faible solu- 
bilité de ’hydrogéne en miheu aqueux et par la nécessité d’une 
agitation vigoureuse. Il est également possible que l’entrainement 
rapide de l’hydrogéne sulfuré et son élimination au fur et 
a mesure de sa formation contribuent a accroitre l’activité des 
cultures. Miller (1950) a signalé, en effet, que des bactéries 
sulfato-réductrices, si elles tolérent des concentrations en H,S 
extrémement élevées, paraissent réduire plus activement les sul- 
fates quand l’hydrogéne sulfuré est éliminé par précipitation 
& Pétat de sulfures métalliques. 

‘Le facteur qui, en définitive, régit et limite la réduction des 
sulfates en culture autotrophe est l’étendue des supports solides. 
Lorsque la surface de ceux-ci est suffisamment grande, comme 
dans l’expérience 4 ot la culture était réalisée dans un récipient 
cylindrique et en présence de laine de verre, la courbe repré- 
sentant Ja quantité d’H,S produite en fonction du temps revét 
tout d’abord la forme exponentielle des courbes de croissance. 
Mais, a cette premiére phase logarithmique succéde bientdt un 
ralentissement progressif de l’activité, qui n’est da ni a |]’épui- 
sement du milieu, ni 4 la formation d’un produit métabolique 
toxique. Comme le démontre l’examen macroscopique et micro- 
scopique, la chute de l’activité est liée a l’Age de la culture et 
a sa forme trés particuliére de développement. Les bactéries se 
développent non pas en phase dispersée dans le milieu liquide, 
mais au contact des supports solides et leur croissance est limitée 
par l’étendue des surfaces disponibles. Sit6t que les cellules 
bactériennes cessent de se multiplier, l’activité de leur hydrogé- 
nase décroit rapidement, ainsi qu’on l’a observé dans le cas d’autres 
micro-organismes et notamment d’Escherichia coli. 

Ce mode de limitation simultanée de la croissance et de |’acti- 
vité sulfato-réductrice présente un certain intérét pratique. C’est, 
en effet, dans la mesure ot l’on pourra obtenir des taux de réduc- 
tion suffisamment élevés, que les cultures autotrophes de Sporo- 
vibrio desulfuricans seront susceptibles d’étre utilisées indus- 
triellement pour la production du soufre réduit a partir des 
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sulfates. Pour cela, il parait essentiel d’isoler des souches, et de 
déterminer des conditions de culture, donnant une croissance en 
phase homogéne dispersée. 


CONCLUSIONS. 


Le taux de réduction des sulfates a été étudié de fagon continue 
dans des cultures semi-autotrophes d’une souche pure de 
Sporovibrio desulfuricans. Les résultats expérimentaux obtenus 
montrent qu’avec Ja souche et dans les conditions employées, 
l’activité des organismes est liée & la croissance, l’une et l’autre 
étant limitées par ]’étendue des surfaces solides mises en contact 
avec la culture. 

Cette particularité paraif devoir étre prise en considération dans 
l’étude des conditions naturelles ot les bactéries sulfato-réduc- 
trices interviennent dans les processus de corrosion. Elle revét, 
par ailleurs, une grande importance en ce qui concerne la possi- 
bilité d’utiliser ces micro-organismes a4 des fins industrielles. 
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ETUDE DU GLYCOGENE 
EXTRAIT DE BACILLUS MEGATHERIUM 


par C. BARRY (4), R. GAVARD, G. MILHAUD et J. P. AUBERT (*). 


(Institut Pasteur. Service des -lermentations.) 


On a signalé chez B. megatherium la formation extracellulaire 
de polyosides du type lévulosanes [22], ainsi que l’existence 
d’autres polyosides intracellulaires de nature différente [2, 42]. 
Plus récemment, l’un de nous a montré qu’il existait chez 
B. megatherium deux types de polyosides : l’un capsulaire formé 
de glucose et de galactose, l’autre formé d’un ensemble de polyo- 
sides se rattachant au groupe du glycogéne [8]. 

La présence de ce corps, qui est la réserve glucidique de !a 
cellule animale, n’a été rapportée chez les plantes que dans !e 
mais doux (Zea Mais, variété Golden Bantan) {841, 47, 32, 29] et 
chez quelques bactéries. Dans le cas des microorganismes, les 
auteurs se contentent le plus souvent de mettre en évidence le 
glycogéne par coloration a Viode, et Visolent trés rarement 
a Vétat pur. Seuls Chargaff [9] et Hehre [48] ont présenté une 
étude plus poussée, encore qu’incomplete, relativement 4 la cons- 
titution du glycogéne bactérien. Le présent travail a pour objet 
d’étudier la constitution du glycogéne isolé de B. megatherium 
et de Je comparer a4 la famille des autres glycogénes animaux et 
yvégétaux. 

PartTize EXPERIMENTALE. 


A. OBTENTION DES MIcRoBES. — Nous avons travaillé avec la 
souche de B. megatherium utilisée précédemment par l’un de 
nous et cultivé les microorganismes dans les conditions déja 
décrites [3]. La culture est faite en cuve aérée de 60 | et la récolte, 
aprés passage a la « Sharples » et séchage a l’acétone et 4 léther, 
fournit 250 4 450 g de bactéries. 


B. ExrracTIon DU POLYOSIDE cApsuLAIRE [8]. — On met en 
suspension 100 g de bactéries dans 1,5 1 d’eau et on porte 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 6 novembre 1952. 
(1) Boursier de l’ « Institute for Industrial Research and Standards », 


Dublin. 
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a l’ébullition pendant deux heures. On refroidit, centrifuge, et 
le liquide surnageant est clarifié par filtration sur Kieselguhr. 
Le polyoside capsulaire, qui passe en solution, est précipité par 
1,25 vol. d’alcool aprés addition de 10 p. 100 d’acétate de sodium 
au liquide d’extraction. 

Le résidu microbien est remis en suspension dans l’eau et 
traité deux fois de la méme maniére de facon a éliminer tout le 
polyoside capsulaire. On s’assure que l’extraction est complete 
lorsque, en chromatographiant sur papier un hydrolysat du culot 
microbien, la tache du galactose n’apparait plus. 

L’ensemble du polyoside capsulaire provenant des trois extrac- 
tions est séché, apres précipitation, 4 l’acétone et a l’éther. Ce 
produit sera étudié ultérieurement. 


C. ExrracTION DU GLYCOGENE OU POLYOSIDE INTERNE. — Nous 
nous sommes efforcés d’employer une méthode d’extraction rela- 
tivement douce afin d’éviter la dégradation du produit, ¢’est 
pourquoi nous avons abandonné la méthode d’extraction par la 
potasse & chaud décrite précédemment [8]. Les essais prélimi- 
naires ont montré que sans désagrégation des microorganismes 
Yextraction était difficile : les quantités de glycogéne extraites 
4 eau chaude ou a |’hydrate de chloral [24] sont trés faibles 
quand les microbes sont intacts. L’action de la soude normale 
i la température ordinaire qui, dans le cas du polyoside de 
Clostridium butyricum [44], avait donné de bons résultats, fournit 
trop peu de substance et les produits obtenus ont une teneur en 
azote trop élevée. L’action d’une solution saturée d’urée pendant 
quatre-vingt-huit heures, selon Stacey [86], ne nous a pas non 
plus satisfaits. Pour remédier 4 ces inconvénients, nous avons 
désagrégé la cellule microbienne, Le broyage 4 la main des bac- 
téries avec de la poudre de verre dans un mortier est efficace 
pour de petites quantités (de Vordre du gramme), mais trop 
laborieux pour des quantités plus importantes et le broyage a sec 
avec de la poudre de quartz dans un moulin a billes ne doit pas 
étre recommandé. 

Finalement, la méthode de Curran et Evans [44], quoique 
longue, a été adoptée. On met en suspension 10 g de bactéries 
dans 100 ml d’eau ; cette suspension, a laquelle on ajoute 200 g 
de poudre de verre Pyrex (tamis 20-40)), est agitée mécanique- 
ment (850 oscillations par minute) pendant dix a vingt heures. 
L’examen microscopique montre alors qu'il ne reste plus que 
des débris microbiens. On sépare la poudre de verre par décan- 
tation et au liquide surnageant on ajoute de l’hydrate de chloral 
jusqu’a concentration de 33 p. 100; on chauffe a 80° le mélange 
pendant une heure en empéchant le pH de descendre au-dessous 
de 5 par addition d’acétate de sodium. On refroidit, centrifuge 
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‘i haute vitesse et précipite le polyoside par addition de 0,6 vol. 
dun mélange méthanol-acétone (1/1). On centrifuge le précipité, 
on le lave, et on le séche a l’acétone et a ]’éther. 145 ¢ de bac- 
iéries donnent 7,9 ¢ de glycogéne brut. 


D. PuriricaTion pu potyosipE. — La purification est achevée 
par la méthode de Sevag [85] : 3 g de polyoside brut sont dissous 
dans 500 ml d’eau, on ajoute 100 ml de chloroforme et 20 ml 
dalcool isoamylique, et aprés une agitation de trente minutes on 
centrifuge et siphone le surnageant. L’opération est répétée jus- 
qu’a disparition du gel protéique a l’interface eau-chloroforme. 
Le polyoside est précipité par 1 vol. d’alcool ; on le centrifuge, 
le dissout 4 nouveau dans 50 ml d’eau et dialyse la solution 
quarante-quatre heures contre eau distillée. Aprés centrifugation 
et précipitation par l’alcool 4 60 p. 100, le produit est lavé 
a lalcool a 60 p. 100, a l’alcool] absolu et a l’éther, puis séché 
sous vide. Rendement, 1,3 g. 


Sucre aprés hydrolyse (en glucose). ........ 95,6 p. 100. 
INTHGS MNS i ee ee nae Sa a ee ae ee ae 0,46 — 
WOMANS at ase eee rk cerns) eee ce ae sees Se suas 25.7 — 
LUMA CUTE O og Faigee se Sorcerer BN ceatc, ay oot at Soutias fot as 7 _ 


L’élimination des sels est faite ultérieurement, soit par une 
nouvelle dialyse et précipitation par l’alcool, soit par précipita- 
tion a l’acide acétique 4 80 p. 100 selon Bell et Young [5]. L’uti- 
lisation de la méthode au stéarate [14, 30] pour la purification 
n’a pas donné de bons résultats. 


E. Erupe pu potyosipe. — I. Propriétés physiques. — 1° Solu- 
bilité. —- Le produit se présente sous forme d’une poudre blanche 
soluble dans l’eau froide, dans la soude, lhydrate de chloral, la 
formamide et ]’éthyléne diamine. Il donne des solutions blan- 
chatres fortement opalescentes. 

2° Pouvoir rotatoire. — Pour un produit 4 10 p. 100 d’humi- 
dité : 

[a], = + 1730 (c = 0,28 p. 100, /=14). 


3° Viscosité. — Dans NaOH, N: 
mEP _ 0,86 (c = 0). 

4° Poids moléculaire. — En ulilisant la réduction de lacide 

dinitrosalycilique par le groupe aldéhydique libre selon 

K. H. Meyer [26], on voit, pour de fortes concentrations en 

glycogéne, apparaitre Ja teinte orange due a la réduction, mais 

lopalescence rend les lectures impossibles. Le degré de poly- 
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mérisation doit étre supérieur 4 1000, d’ot un poids molé- 
culaire supérieur 4 J80 000. 

Il. Etude chimigue. — 1° Constituants. — Aprés hydrolyse 
acide et chromatographie sur papier avec, comme solvant, le 
mélange butanol, acide acétique, eau, le seul constituant déce- 
lable est le glucose (2). La phénylosazone du produit hydrolysé 
x Un Pa eee 

2° Blue value. — Le polyoside donne avec Viode une colo- 
ration rouge acajou. Lorsqu’on détermine la « Blue value » par 


COURBE DABSORBTION AU BECKMAN’ 
(moins Je blane de liode) 
POLysaccHaRipE---0,10 Yo 
VODE ccescdesaero-ee ee OLO 26 
JODURE DE K..---. 0, 20 % 


DENSITE OPTIQUE 
°° 


0,5 


400 500 600 700 800 
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la méthode de Mac Cready et Hassid [40], en utilisant les concen- 
trations ind:quées par ces auteurs, on obtient une teinte jaune 
pale ne donnant lieu 4 aucune absorption. En augmentant les 
concentrations en polyoside, la coloration rouge apparait. La 
courbe d’absorption d’une solution a 0,10 p. 100 en polyoside 
déterminée au spectrophotométre de Beckman est représentée 
sur la figure 1. 


3° Mesures potentiométriques. — Pour déterminer |l’exis- 


(2) Dans une trés récente publication, S. Peat [383] annonce I’exis- 
tence de fructose dans le glycogéne. Le maltulose a été isolé et carac- 
térisé comme produit formé par l’attaque du glycogéne par 1’g-amylase 
de salive. Les quantités de glycogéne bactérien que nous possédons 
ne nous ont pas permis de répéter les expériences de S. Peat. 
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tence ou la non-existence d’un complexe iode-polyoside, nous 
avons ulilisé la méthode potentiométrique de Bates et coll. [4] 
modifiée par Wilson et coll [88]. Sur la figure 2 nous avons rap- 
porté les résultats obtenus avec 40 mg de polyoside et les avons 
comparés 4 ceux donnés par l’amylose et l’amylopectine de 
pomme de terre. La courbe correspondant au polyoside extrait 
de B. megatherium est semblable a celle donnée par le glyco- 
géne [4]. 

4° Action de la f-amylase. — 50 mg de glycogéne sont dissous 
dans 20 ml d’eau (dosage du sucre aprés hydrolyse acide par la 
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méthode de Somogyi). 10 ml de cette solution sont versés goutte 
a goulte dans un Erlenmeyer renfermant 5 ml de tampon acétate 
i pH 4,8, 3 ml d’eau et 2 ml d’une solution de p-amylase de 
blé préparée par la méthode de K. H. Meyer et coll. [28] modifiée 
par le D’ Fisher et renfermant 300 unités de p-amylase. On dose 
a intervalles donnés le maltose formé par l’acide dinitro- 
salycilique [87]. La figure 3 rapporte les résultats obtenus. Le 
pourcentage de dégradation varie de 43 4 46 p. 100. 

5° Détermination des groupes terminauxr. — a) Méthode au 
périodate. — On titre l’acide libéré lors de V’attaque au pério- 
date [15, 34]. Nous avons opéré selon K. H. Meyer et Rathgeb [27}. 
Dans une fiole jaugée de 100 ml,-on ajoute 10 ml d’une solution 
de polyoside et 10 ml de périodate de sodium 0,25 M a pH 5,8. 
On compléte 4 100 ml et place a la glaciére 4 4°. A intervalles de 
temps donnés, on préléve 10 ml et titre en retour l’acide for- 
mique par HC] N/100. La figure 4 rapporte les résultats obtenus. 
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La prise d’essai contient 9,57 mg de polyoside hydraté, le pour- 
centage de groupes terminaux est de 9 + 1 p. 100. 
b) Méthylation. — La méthylation au sulfate de méthyle exi- 
geant de trop grandes quantités de glycogéne, nous avons utilisé 
la méthode de Freudenberg et Boppel [43] dans l’ammoniac 
liquide modifiée par Hodge et coll. |20). 
1,3 g de glycogéne prétraité [20] et séché sous haut vide, sont 


Fig. 3 
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mis en suspension dans |’ammoniac liquide maintenu a — 40°. 


Les proportions de sodium et d’iodure de méthyle ajoutés, les 
durées de contact, ainsi que les lavages 4 l’ammoniac sont ceux 
indiqués par les auteurs américains [20]. Aprés 9 méthylations, 
l’'ammoniac est siphoné 4 travers un verre fritté et le résidu est 
séché sur SO,H,. Le résidu de polyoside méthylé et d’iodure de 
sodium est repris dans 100 ml de chloroforme et filtré. Le glyco- 
géne méthylé est précipité de la solution par 8 vol. d’éther de 
pétrole (rendement 1 080 mg). Ce produit est dissous dans 30 ml 
d’eau et dialysé pendant quarante-huit heures contre eau distillée 
jusqu’a élimination totale de Viodure de sodium. La solution 
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aqueuse est alors liophylisée. Aprés dessiccation sur P,O; sous 
haut vide, on obtient 650 mg d’un produit blanc : 


; ape ceils) 
Viscosité = Oi (G0). 


20° 
[a], = + 206° (a = 41°39, e= 0,8). 
Méthoxyl : 41,7 p. 100. 


Le produit méthylé est soluble dans l’acétone, l’alcool, le chloro- 
forme. I] est insoluble dans l’éther de pétrole. Il se colore en 
rouge par liode. 

Pour déterminer le pourcentage des sucres méthylés, nous 
avons utilisé la méthode de Jones [49]. 50 mg de polyoside 
méthylé sont dissous dans du méthanol chlorhydrique 4 4 p. 100 
dans une ampoule scellée. On porte au bain-marie bouillant pen- 
dant sept heures. Aprés évaporation du méthanol, les méthyl- 
glycosides sont trailés par 5 ml d’HCl N et chauffés en tubes 
scellés pendant douze heures au bain-marie bouillant. On évapore 
sous vide sur potasse et reprend plusieurs fois 4 eau pour éli- 
miner les derniéres traces d’acide chlorhydrique. On dissout fina- 
lement dans 0,5 ml d’eau et on sépare les sucres méthylés par 
chromatographie ascendante sur papier Whatman n° 1 en utili- 
sant comme solvant le n.butanol additionné de 15 p. 100 d’eau. 
Entre deux bandes de références révélées au phtalate acide d’ani- 
line, on découpe la bande de papier contenant les tétra-, tri-, di- 
et monométhylglucose. On élue a l’eau froide, on oxyde a 
Viode N/50 et on titre par Vhyposulfite. Les résultats de deux 
chromatogrammes sont rapportés ci-dessous. 


EXPERIENCE 1 EXPERIENCE 2 
A ae TS 

Ry p- 100 Rg p. 100 

Tétraméthylglucose....... 4 9,7 4 9,9 
TrimerbyieiiCOse.s csp. | - bo 0,86 61,5 0,88 64,0 
Diméthylglucose ...% .. 15 0,62 22,6 0,64 22,0 

. Monométhylglucose....... 0,27 6,4 0,28 5,0 


Nota: Ry =Ry rapporté au tétraméthylglucose. 


CoNCLUSIONS. 


Les propriétés du polyoside extrait de B. megatherium cor- 
respondent a celles du glycogéne : les mesures potentiomé- 
triques (fig. 2) sont analogues a celles indiquées pour ce corps ; 
l’attaque par la p-amylase correspond a 46 p. 100 de conversion 
en maltose (dans le cas de l’attaque de glycogéne d’origines 
diverses, l’attaque est comprise entre 37 et 49 p. 100; le pour- 
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centage de groupes terminaux est de 9 p. 100 dans la détermi- 
nation au périodate, et de 9,7 p. 100 dans la détermination par 
méthylation (dans le cas du glycogéne, les valeurs sont de l’ordre 


de 10 p. 100). ; 

Le glycogéne de B. megatherium s’intégre donc parmi les 
elycogénes d’origine animale [23, 24, 25, 8, 6, 46, 4, 7), végétale 
(Mais doux) [82, 47, 29] et de levure [24]. 
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(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


Séance du 4 Décembre 1952. 


COMMUNICATIONS (SCITE ET FIN) 


SUR LA PERMEABILITE 
DE LA MEMBRANE COQUILLERE DE L’C@EUF DE POULE 
A QUELQUES AGENTS MICROBIENS 
(INOCULATION DANS LA CHAMBRE A AIR). 


par H. JACOTOT. 


(Institut Pasteur, Service de Microbiologie Animale.) 


Les essais qui seront rapportés dans cette note ont eu pour objet 
de préciser, d’un point de vue pratique, la résistance de la membrane 
coquillére 4 la pénétration des germes microbiens et de rechercher si, 
sur le plan expérimental, il serait avantageux d’employer cette mem- 
brane comme voie d’accés A l’embryon. 

La chambre 4 air est apparue comme permettant d’atteindre trés 
facilement la membrane coquillére, et par une technique des plus 
simples. Aprés incubation dans la position verticale, l’ceuf étant disposé 
sur un support sur lequel il repose par le petit bout, on peut ou 
ménager une fenétre dans le gros bout, ou y percer un trou ; on dépose 
ensuite la suspension microbienne sur la partie de la membrane 
coquillére formant plancher de la chambre 4 air. Ultérieurement pour 
juger du résultat on ouvrira largement le gros bout de l’ceuf et, aprés 
application d’alcool iodé, on détachera délicatement la membrane 
coquillére de la chorio-allantoide sous-jacente. 

Nous avons mis en ceuvre d’une part, des bactéries appartenant 
a deux genres bien distincts, un B. cereus d’origine aviaire et des 
brucelles ; d’autre part, 2 ultravirus d’affinités différentes, le virus de 
Newcastle, agent d’une virose septicémique, et le virus de la variole 
aviaire essentiellement épithéliotrope. 


I. Brucettes. — Premiére expérience. — On dépose dans Ja chambre 
4 air 0,10 em? d’une suspension normale de culture d’une brucelle vacci- 
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nale (Br. abortus bovis); 5 ceufs ayant de sept & neuf jours d’incubation 
sont employés 4 cet effet. Neuf jours aprés les embryons sont vivants ; 
on ouvre les ceufs: l’ensemencement du liquide embryonnaire est positif 
pour Vun -d’eux et négatif pour les quatre autres. 

Cinq ceufs témoins sont inoculés par injection dans la cavité allantoi- 
dienne de la méme quantité de la suspension microbienne, mais—A 10—®. 
Quatre des embryons meurent en cing ou six jours, le cinquiéme: survit ; 
tous donnent des ensemencements positifs. 

Deuziéme expérience. — On dépose dans la chambre Aa air 0,05 cm? 
d’une suspension normale d’une culture d’une brucelle pathogéne (Br. 
aborius bovis). Onze ceufs, ayant de neuf a dix-sept jours d’incubation, 
sont employés 4 cet effet. Tous les embryons survivent; on ouvre les 
ceufs un jour avant la date d’éclosion et l’on ensemence les liquides 
embryonnaires ; 5 donnent une culture de brucelles, 6 se révélent stériles. 

Troistéme expérience. — On dépose dans la chambre A air 0,3 cm? d’une 
suspension au 1/10 de pus brucellique (Br. melitensis). Quatre ceufs ayant 
cing jours d’incubation sont employés a cet effet. Les embryons survivent 
mais leurs liquides prélevés aux approches de l’éclosion donnent tous 
des cultures de brucelles. 

Quatre embryons témoins inoculés & la méme dose dans la cavité allan- 
toidienne meurent d’infection brucellique du deuxiéme au quatriéme jour. 


II. BAcTERIES DU GENRE « CEREUS ». — Premiére expérience. — On dépose 
dans la chambre & air 0,05 cm? d’une culture en bouillon de douze heures. 
Dix-sept ceufs en incubation depuis neuf A dix-sept jours sont employés 
a cet effet. Douze des embryons survivent jusqu’éa l’époque de léclosion 
et parmi eux se trouvent tous ceux qui avaient plus de 12 jours au moment 
de Vinoculation; 9 des liquides embryonnaires donnent des ensemence- 
ments positifs et 3 des ensemencements négatifs. Les 5 autres embryons 
meurent aprés deux ou trois jours, tous avaient moins de 12 jours lors 
de Vinoculation, et les 5 ensemencements se révélent positifs. 

Deuziéme expérience. — On emploie des ceufs en incubation depuis 
six jours. Pour 3 d’entre eux on dépose dans la chambre & air 0,10 cm3 
dune culture-en bouillon A 10—4, et pour les 3 autres 0,10 cm? de la 
méme culture A 10—2. Dans le premier groupe, un embryon meurt positif 
en trois jours; les 2 autres survivent et les ensemencements de leurs 
liquides restent négatifs. Dans le deuxiéme groupe, 2 embryons meurent 
positifs aprés deux et quatre jours, le troisiéme survit et donne un ense- 
mencement négatif. 

Un embryon témoin inoculé par injection dans la cavité allantoidienne 
meurt positif aprés deux jours. 

Troisiéme expérience. — On emploie deux groupes de 4 ceufs en incu- 
bation depuis huit et neuf jours et une dilution & 10— d’une culture de 
quarante-huit heures. Pour le premier groupe on dépose dans la chambre 
4 air 0,10 cm’ de la dilution microbienne ; les 4 embryons survivent et 
leurs liquides donnent des ensemencements négatifs. Pour le deuxiéme 
groupe on dépose dans la chambre & air 0,10 cm’ de la dilution mélangé 
i 0,10 em? de la suspension au 1/10 d’une chorio-allantoide gravement 
lésée, fortement cedématiée A la suite d’une inoculation de virus de la 
variole aviaire. Les 4 embryons meurent dans les vingt-quatre heures et 
leurs liquides donnent en culture le cereus inoculé. 

Dans ces expériences tous les embryons qui ont été tués par le cereus 
offraient, A des degrés divers, les caractéres dus’ A l’action de la léci- 
thinase bactérienne. 


Ill. Vrrus pe Newcastte. — Premiére expérience. — On.emploie 3 ceufs 
en incubation depuis six jours et Yon dépose dans la chambre 4 air de 
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chacun 0,10 cm? d’une dilution de virus au 1/10. Les embryons survivent 
et sept jours aprés linoculation leurs liquides ne contiennent pas de virus. 

Deux embryons témoins inoculés dans la cavité allantoidienne sont tués 
par le virus en quarante-huit heures. ite. 

Deuziéme expérience. — On emploie 4 ceufs en incubation depuis cing 
jours et l'on dépose dans leurs chambres a air 0,10 cm% de virus dilué 
respectivement aux 1/10, 1/100, 1/1000 et 1/10 000. Seul Vembryon de 
Yceuf qui a recu la dilution au 1/100 meurt de la maladie de Newcastle. 
Les autres sont réinoculés par la cavité allantoidienne sept jours aprés ; 
le virus les tue alors en trois jours. Les 4 embryons témoins de la 
premiére partie de cette expérience qui ont regu par voie allantoidienne 
les dilutions indiquées de virus sont morts, dans les deux jours, de la 
maladie de Newcastle. 

Troisiéme expérience. — On constitue cing groupes de chacun 3 ceufs 
en incubation depuis sept, dix et douze jours. Ceux du premier groupe, 
servant de témoins, sont inoculés par la cavité allantoidienne et recoivent 
0,05 em’ de virus dilué au 1/10. Leurs embryons meurent de maladie de 
Newcastle en quarante-huit heures. 

Tous les autres ceufs sont inoculés par dépot de Vinoculat dans Ja 
chambre A air. 

Ceux du deuxiéme groupe recoivent 0,10 cm’ de virus au 1/10; leurs 
embryons survivent, et sept jours aprés le virus ne peut étre mis en 
évidence dans leurs liquides. 

Ceux du troisiéme groupe regoivent 0,10 cm d’un mélange 4 parties 
égales de virus au 1/10 et d’une dilution au 1/10 d’une culture du cereus 
mentionné ci-dessus; leurs embryons survivent, mais 4 louverture des 
ceufs, sept jours aprés, le liquide de l’un d’eux contient du virus. 

Ceux du quatri¢éme groupe recgoivent 0,10 cm? d’un mélange 4a parties 
égales de virus au 1/10 et d’une suspension au 1/10 d’une chorio-allantoide 
variolique épaissie, lardacée. Les embryons survivent mais, 4 l’ouverture 
des ceufs, sept jours aprés, 2 sur 3 des liquides allantoidiens contiennent 
du virus de Newcastle. 

Enfin ceux du cinqui¢éme groupe recoivent la méme quantité de virus 
additionné de sable finement broyé. Les 3 embryons survivent, mais, a 
Touverture des ceufs, sept jours aprés, l’un des 3 liquides contient du 
virus de Newcastle. 

Quatriéme expérience. — On emploie 4 ceufs en incubation depuis huit 
jours; dans chaque chambre a air on dépose 0,10 cm? de virus non 
dilué. Deux des embryons meurent de maladie de Newcastle dans les 
trois jours ; les 2 autres survivent ; lun d’eux réinoculé sept jours aprés 
par voie allantoidienne meurt de maladie de Newcastle en trois jours. 


IV. VirUS DE LA VARIOLE AVIAIRE. — Premiére expérience. — On emploie 
5 ceufs en incubation depuis dix et onze jours; dans la chambre A air: 
de chacun on dépose 0,10 cm? d’une suspension au 1/10 de virus d’une 
souche vaccinale. Six jours aprés on découvre la chorio-allantoide sous- 
jacente ; elle ne présente aucune altération. Quatre témoins inoculés par 
dépot sur la chorio-allantoide, selon la technique usuelle, portent des 
lésions massives lors de l’examen consécutif. 

Deuriéme expérience. — On emploie 2 ceufs en incubation depuis sept 
jours et 4 ceufs en incubation depuis neuf jours; dans la chambre A air 
de chacun on dépose la méme quantité que précédemment d’un virus de 
souche pathogéne. Six jours aprés on examine les 4 derniers : leurs chorio- 
allantoides sont restées parfaitement saines. Les 2 premiers sont alors 
réinoculés par le procédé classique ; cinq jours aprés, au point d’appli- 
cation du virus, leurs chorio-allantoides présentent des lésions massives 
de variole. Les témoins d’inoculation et de réinoculation tous infectés par 
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la voie classique portent des lésions également caractéristiques mais non 
plus importantes. 

Troisiéme expérience. — Huit ceufs en incubation depuis huit a douze 
jours sont inoculés par dépot d’un virus pathogéne dans la chambre a 
air ; autant d’ceufs témoins sont inoculés par la voie Classique ; les pre- 
miers regoivent deux fois la dose employée pour les seconds. A -Yexamen 
six jours aprés, les chorio-allantoides des témoins présentent d’intenses 
lésions, tandis que celles des autres embryons n’en portent pas trace. 

Quatriéme expérience. — On emploie 4 ceufs en incubation depuis onze 
ef douze jours ; chez l’un d’eux la chambre 4a air s’est formée latéralement. 
On dépose sur chacune des membranes coquilléres 0,10 cm? d’une sus- 
pension au 1/10 de virus pathogéne. Cette inoculation n’a aucune suite 
chez les 3 ceufs & chambre a air normalement placée ; au contraire, la 
chorio-allantoide du quatriéme, 4 chambre Aa air latérale, est totalement 
envahie par le virus variolique et fortement cedématiée dans sa totalité ; 
la partie correspondant A la chambre 4a air ne différe du reste que par sa 
consistance lardacée. : 

La chorio-allantoide de l’ceuf témoin inoculé par le procédé classique 
offre elle-méme des lésions caractérisées mais limitées A la _ surface 
décollée par Vopérateur. 


ConcLusions. — La partie de la membrane coquillére qui forme 
plancher de la chambre a air de l’ceuf de poule en incubation est 
plus ou moins perméable aux agents microbiens ; il semble que les 
bactéries la traversent plus facilement que les ultravirus. Son effrac- 
tion est conditionnée, dans une certaine mesure, par l’dge de 1’embryon, 
par le pouvoir pathogéne de l’agent microbien, par la teneur en germes 
de -l]’inoculat. Certains facteurs biologiques, chimiques ou physiques 
associés 4 l’agent microbien (germes, facteurs de diffusion, poussiéres 
minérales) sont susceptibles de favoriser son passage 4 travers la 
membrane coqguillére. Il est vraisemblable qu’indépendamment de ces 
diverses influences, la résistance individuelle de l’embryon lui permet 
de lutter contre l’agression et avec une efficacité d’autant plus grande 
que la pénétration des germes est plus discréte. Dans les expériences 
rapportées ici, en plusieurs cas tout s’est passé comme si, en fran- 
chissant le filtre membraneux, les agents microbiens avaient perdu 
de leur pouvoir pathogéne pour l’embryon qui continuait a vivre au 
dela des délais normaux. 


NOTE SUR DEUX CENTS SHIGELLES 
ISOLEES A SAIGON 
par E.-R. BRYGOO. 


(Institut Pasteur de Saigon.) 


Depuis la découverte de Shiga au Japon en 1898, les recherches 
effectuées dans l'Est et le Sud-Est asiatique n’ont pas cessé de par- 
faire notre connaissance du genre Shigella. C’est A Manille que Flexner, 
en 1901, découvrit le premier germe d’une série qui n’est pas encore 
close. Puis les travaux de Castellani 4 Ceylan, ceux de Boyd aux Indes 
étendirent encore nos connaissances et augmentérent d’autant Ja 
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complexité de ]’étude de ces germes. En 1951, D. Piéchaud et S. Rubin- 
sten [4], étudiant 3 souches de Shigella boydii isolées par Kirsche 
) Hanoi, constatent qu’elles ne sont agglutinées par aucun sérum 
classique, mais qu’elles ont un antiggéne commun avec des souches 
isolées & Madagascar. 

En 1913, Denier et Huet [2] avaient décrit un bacille dysentérique 
sérologiquement différent du bacille de Shiga comportant, entre autres 
caractéres, celui de ne pas attaquer le mannitol. Ce germe, sous le 
nom de bacille de Saigon, fut considéré longtemps comme particulier 
i l’Extréme-Orient. A Shanghai, entre 1938 et 1946, Raynal et Four- 
nier [5, 6] signalent Visolement de 9 souches du type Saigon 
(2,27 p. 100 des Shigelles rencontrées & Shangai). Depuis, en divers 
points du globe (Nouvelle-Guinée, Brésil), quelques auteurs ont décrit 
un certain nombre de souches de bacille de Flexner ne fermentant 
pas le mannitol. Dernigrement, Rubinsten, Piéchaud et Kirsche [8], 
reprenant’ l'étude de 12 souches de bacille de Saigon isolées 4 Hanoi 
(parmi 225 Shigelles), concluaient A l’existence chez elles d’un antigéne 
particulier et & la validité de l’esptce Shigella saigonensis, caractérisée 
d’autre part par ses propriétés biochimiques (absence de fermentation 
du mannitol). Cependant, en raison de ses antigénes communs avec 
les germes du groupe B de Ewing, les classifications actuelles 
l’englobent encore dans ce groupe et Dumas [4], notamment, en fait 
une variété de Sh. flexneri. 4 

Il nous a semblé intéressant de réunir les résultats obtenus au 
cours de ces deux derniéres années a l'Institut Pasteur de Saigon en 
ce qui concerne la recherche et Videntification des Shigelles. 


ORIGINE DES soucHES. — Du 1% aotit 1950 au 31 juillet 1952, nous 
avons eu 4 pratiquer 3159 coprocultures, dont la moitié environ pour 
des selles d’aspect nettement dysentérique ou plus ou moins dysentéri- 
forme, les autres pour des selles d’aspect normal. Pendant la premiére 
année nous pratiquions l’isolement sur gélose lactosée tournesolée, 
pendant la deuxiéme année sur milieu de Mac Conkey. 


IbENTIFICATION. — Pour les cultures en milieux sucrés nous utilisions 
comme indicateur le rouge de phénol. Nous recherchions lindol aprés 
quarante-huit heures de culture sur milieu urée-indol (Roland et 
Me Bourbon, in Dumas [4]). En plus des épreuves biochimiques 
classiques nous disposions, pour l’identification des souches, d’une 
gamme de sérums agglutinants préparés par les Commonwealth Serum 
Laboratories de Melbourne : sérums spécifiques pour le bacille de Shiga, 
pour le bacille de Schmitz, pour le bacille de Sonne, pour les bacilles 
de Flexner I, II, Il, IV, V, VI, pour les bacilles de Boyd I, II, 
Til IV (P 274), VI (D 19). 

Les agglutinations furent pratiquées sur lames exclusivement. Dans 
le groupe des Sh. flexneri nous avons eu de trés nombreuses souches 
agglutinées par 2 et méme 3 sérums spécifiques. La nécessité d’écono- 
miser nos sérums ne nous a pas permis de rechercher les taux limites 
d’agglutination. 

La plupart de ces souches furent adressées au D* Kirsche, directeur 
de l'Institut Pasteur d’Hanoi, qui a bien voulu confirmer leur identi- 
fication, ce dont nous le remercions. 
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Résutrats. — Nous avons isolé 244 germes (7,7 p. 100 des copro- 
cultures) que leurs caractéres biochimiques et culturaux seuls peuvent 
faire classer dans le genre Shigella. Un certain nombre cependant 
(25, soit 11,3 p. 100) des germes étudiés n’ont été agglutinés par aucun 
des différents sérums dont nous disposons. 

1° Souches non agglutinables. — Les seuls caractéres biochimiques 
ne sont plus actuellement suffisants pour déterminer avec certitude 
Videntité d’un germe du genre Shigella; aussi avons-nous préféré 
réserver tout diagnostic concernant ces souches jusqu’&d ce qu’un 
examen plus approfondi ait pu intervenir. 

Ces 25 souches, non agglutinables, présentent les caractéres communs 
suivants : bacilles immobiles, Gram négatifs, ne poussant pas sur eau 
de levure, n’utilisant pas le citrate de soude en milieu de Simmons, 
acidifiant en vingt-quatre heures l’eau peptonée glucosée A 1 p. 100. 
Trois de ces souches attaquent le glucose avec production de gaz, 
mais ne sont pas agglutinées par le sérum anti-Flexner VI. Cing autres 
acidifient lentement le lactose et ne sont pas agglutinées par un sérum 
anti-Sonne, 2 d’entre elles ont des caractéres biochimiques conformes 
aux descriptions de Sh. dispar var. madampensis (dulcitol négatif), 
mais les 3 autres ont des caractéres biochimiques discordants : non- 
fermentation du mannitol pour l’une, non-fermentation des pentoses 
pour ]’autre, non-production d’indol pour la troisiéme. 

Ces deux premiers groupes écartés, il reste encore 17 souches dont 
les caractéres biochimiques sont plus proches de ceux des shigelles 
classiques. Ces germes acidifient le glucose sans production de gaz et 
ne fermentent pas (en une semaine) l’eau peptonée lactosée 4 10 p. 100. 
Trois sont sans action sur le mannitol, 14 l’attaquent. Les propriétés 
biochimigues secondaires sont trés variables et le seul caractére commun 
a toutes les souches de ce groupe hétérogéne est de ne pas étre agglu- 
tiné par les sérums dont nous disposons. 

2° Souches agglutinables. — Deux cent dix neuf souches ont, par 
contre, pu étre complétement identifiées, l’agglutination par un sérum 
spécifique ayant complété le diagnostic biochimique. Le tableau 
ci-dessous répartit ces souches dans les différents groupes de la clas- 
sification d’Hwing : 


Répartition selon la classification d’Ewing 
de 219 Shigelles isolées a Saigon. 


GROUPE A: 

Shigella dysenteriae I (bacille de Shiga) ........... 42 
Shigella dysenteriae II (b. de Schmitz, Sh. ambigua).... . 5 
GROUPE B: 

Shigella fleanert (Ila V)sensi stricto 212 02. 2s 8 es 158 
SMOCLLG! SUNG OMENSISHI=) Ne.l i eaverue Wy = ees) eyrat/< SPL ahve) lies ie 14 
Sh. flexneri VI (Sh. newcastle, Sh. manchester). ....... 4 
GROUPE C: 

Shigellacboddiien, witas See ese ne ste ss a hc ak I ah aa 8 
SRigelidevon diel genie tee eae Teen isle ey eel n'a eben ates 4 
SECON CATLEDUNE 63 Ge Op Sate ce CmCn COR Ce errr, menue 1 


STGCLIAASONNET eR utmn Mc MyM es cites es fe ees eee 10 
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Discussion. — Le bacille de Shiga n’est pas fréquent a Saigon. 
Sh. dysenteriae I ne fut isolé que dans.0,3 p. 100 des coprocultures 
(5,4 p. 100 des shigelles identifiées). Cette observation est conforme 
aux données recueillies antérieurement A Saigon. De 1930 a 1937, le 
bacille de Shiga ne fut en effet isolé que dans moins de 1 p. 100 des 
selles ensemencées (avec une exception pour 1934 ou le taux atteignit 
2,9 p. 100) et il représente moins de 10 p. 100 des shigelles isolées. 
Les chiffres donnés par Raynal [5] et par Fournier [6] pour Sanghai 
sont sensiblement différents: Sh. dysenteriae (Shiga) figure pour 
10,62 p. 100 des shigelles isolées par eux (les auteurs ont eu affaire 
a de petites épidémies dans des collectivités contrdélées). 

Le bacille de Schmitz, Shigella ambigua ou Sh. dysenteriae Il ne 
représente que 2,2 p. 100 des germes identifiés sérologiquement, chiffre 
également en accord avec les observations faites antérieurement a 
Saigon. 

C’est au groupe B qu’appartiennent les germes les plus fréquemment 
rencontrés. Cent soixante douze sont agglutinés par au moins l’un 
des sérums spécifiques anti-Flexner I 4 V. Parmi ces shigelles, 14 ne 
fermentent pas le mannitol et correspondent Aa l’espéce Sh. saigonensis. 
Pour les 158 bacilles de Flexner de l’ancienne définition (mannitol 
positif et non gazogéne) la répartition selon leur agglutinabilité par 
les sérums spécifiques se fait ainsi: 97 sont agglutinés par le sérum 
anti-l, 88 par le sérum anti-II, 49 par le sérum anti-V. Le groupe 
le plus important est fourni par les souches agglutinées 4 la fois par 
les sérums anti-I et anti-II (41 souches), ensuite vient un groupe de 
25 souches agglutinées par le seul sérum I et un groupe de 21 agglu- 
tinées par le sérum IJ. Parmi ces 87 souches une seule produit de 
V’indol. J. Fournier [6] avait déjad signalé 4 Shanghai la prépondérance 
du bacille de Flexner du type II. 

Pour les 14 souches de Sh. saigonensis il faut, par contre, noter la 
fréquence de J’agglutinabilité par le sérum anti-IV et par le sérum 
anti-V. Toutes ces souches étaient agglutinées soit par l’un, soit par 
l’autre, soit par chacun de ces deux sérums et, pour 13 souches sur 
14, les sérums IV et V étaient les seuls 4 donner des agglutinations. 
Toutes les souches de Sh. saigonensis produisaient de l’indol. 

Nous n’avons trouvé que 4 shigelles gazogénes répondant A la défi- 
nition de Sh. flerneri VI, 3 sont des Sh. newcastle (mannitol négatif), 
1 est une Sh. manchester (mannitol positif). 

Seize shigelles, c’est-a-dire 7,3 p. 100 des germes identifiés, sont des 
Sh. boydii. L’individualisation récente des germes de ce groupe ne 
permet pas de comparer ces données avec des résultats antérieurs. 

Le bacille de Sonne représente 4,5 p. 100 des shigelles, proportion 
beaucoup plus importante que celle trouvée 4 Shanghai. Fournier [6] 
rapporte en effet que, sur 660 shigelles, Sh. sonnei ne fut identifiée 
que cinq fois (0,8 p. 100 des cas). (Cet auteur [7], utilisant le bleu 
de bromothymol comme indicateur de fermentation des milieux sucrés, 
avait moins de souches lactose-positives que nous qui utilisions le 
rouge de phénol.) 


REsumE. — De 3159 coprocultures pratiquées A l'Institut Pasteur 
de Saigon, nous avons isolé 244 germes ayant les caractéres biochi- 
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miques des shigelles. Les épreuves sérologiques aboutirent 4 1’identifi- 
cation de 219 d’entre eux. Nous donnons la répartition de ces derniers 
selon la classification d’Ewing. Les souches se rattachant aux types 
sérologiques I et II de Sh. flexneri (groupe B) sont largement prépon- 
dérantes. L’attention est attirée sur un type particulier ne figurant pas 
dans la classification d’Ewing, Sh. saigonensis, Rubinsten, Piéchaud 
et Kirsche, 1950, sérologiquement apparenté a Sh. flexneri (groupe B 
de Ewing) et auquel se rattachent 6,3 p. 100 des shigelles que nous 
avons identifiées. 

Parmi les 25 souches non agglutinées, 2 répondent aux descriptions 
de Sh. dispar var. madampensis. 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] PrtcHaup et Rusinsten. Ces Annales, 1951, 84, 234. 

{2} Dentzer et Huet. Bull. Soc. Path. exot., 1913, 413. 

{3} Rupinsten, PrtcHaup et Kirscue. Ces Annales, 1950, 79, 910. 

[41 Dumas. Précis de Bactériologie, 1951, Paris. 

{5] Raynat. Rapports sur le fonctionnement technique de I’Institut Pasteur 
de Shanghai (1938-1945). 

{6] FournrerR. Rapports sur le fonetionnement technique de I’Institut Pasteur 
de Shanghai (1946-1950). 

{7} Fournier. Communication personnelle. 


NOTE SUR UNE SH/GELLA FLEXNERI 
ISOLEE PAR HEMOCULTURE 


par J. FOURNIER et E. BRYGOO. 


(Institut Pasteur de Saigon.) 


La présence, décelée par hémoculture, d’une Shigella dans le sang 
n’est pas une conjoncture absolument exceptionnelle. Ici méme, une 
statistique de Delbove et Reynes [1], portant sur 8 620 hémocultures 
échelonnées dans un laps de temps de huit années, fait mention de 
deux résultats positifs pour Sh. shigae. Plus récemment, Kersten [2], 
& lV’occasion d’une observation personnelle, donne une revue des cas 
publiés dans la littérature allemande ou une Shigella a été isolée du 
sang, des urines ou des viscéres. On y voit que, pour certains auteurs, 
la bactériémie précéderait la fixation du germe sur la muqueuse intes- 
tinale. Cependant, la présence de Shigellae dans les viscéres parait le 
plus souvent traduire un phénoméne banal d’invasion au moment 
de la période agonique. La présence dans les urines peut étre due 
a une souillure fécale du prélévement. Méme quand il s’agit d’une 
hémoculture, la souillure du prélévement ne saurait étre exclue en 
V’absence d’un contexte sérologique valable tenant compte des agglu- 
tinines naturelles anti-Flexner. 

Quand ce contexte sérologique traduit J’intervention de Jl ’anti- 
gene Vi, le fait nous parait digne de retenir l’attention, car, jusqu’a 
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ce jour, cet anligene n’a été signalé chez aucune entérobactériacée du 
genre Shigella. C’est pourquoi nous croyons devoir relater le cas suivant 
ou, comme dans celui de Kersten, Sh. flexneri fut isolée du sang 
d’un malade. 

Au mois de décembre 1951, une fillette vietnamienne 4gée de 6 ans 
fut admise dans un hdpital de Saigon (D™ Merlihot) pour une fiévre 
d’allure typhoide qui persista pendant une dizaine de jours. La gué- 
rison survint aprés une défervescence en lysis. Au sixiéme et au 
douziéme jour de la maladie, la patiente émit des selles liquides jaunes 
ou « jus de melon » sans qu’il fat pratiqué de coproculture. Deux séro- 
diagnostics de Widal et de Weil-Felix furent demandés au douzit¢me 
et au trentitme jour apres le début de la maladie et furent l’un et 
autre négatifs 4 chaque fois. L’hémogramme (troisitme jour) ne 
montrait rien de caractéristique : 3 950 000 globules rouges ; 9 400 glo- 
bules blancs, avec un pourcentage de 60 polynucléaires, 1 éosinophile, 
12 monocytes et 27 lymphocytes. 

L’hémoculture pratiquée le jour de l’entrée (troisiéme jour de la 
maladie) aboutit a l’isolement d’une bactérie immobile, Gram-négative, 
non-gazogene, lactose et saccharose-négative, agglutinée a 1/1 600 par 
un sérum anti-S. typhi (préparé a l’aide d’une souche VW) et donnant 
une agglutination sur lame posilive en présence d’un sérum Vi préparé 
a Vaide d’une souche S. typhi V et saturé avec une souche W. Ce 
germe fut donc tout d’abord considéré comme un bacille d’Eberth 
sous la forme (O)V, diagnostic que, par la suite, 1a production (tardive) 
d’indol devait controuver. Les épreuves ultérieures d’identification nous 
montrérent qu’il s’agissait de Sh. flexneri type V. 

Cependant, une subculture de cette souche avait été incorporée a un 
lot de S. typhi adressé pour lysotypie au Service du Bactériophage de 
l'Institut Pasteur ot le Dt P. Nicolle [3], constatant qu’elle ne répon- 
dait & aucun Eberth-Vi phage, la transmit au D™ Le Minor pour un 
examen plus approfondi. La réponse du D* Le Minor fut qu’il s’agis- 
sait d’une Shigella agglutinée par un sérum Vi préparé a partir de 
S. ballerup. Cependant, des subcultures mises en présence d’un 
sérum Vi préparé a partir de S. typhi ne donnaient alors (février 1952) 
aucune agglutination. Ces renseignements nous furent transmis de 
Paris par le D™ P. Nicolle. 

Nous reprimes alors, en avril 1952, la souche conservée A Saigon 
depuis le mois de décembre précédent, en gélose en culot et A la 
température ambiante (82° environ). Nous constatémes qu’elle n’était 
plus agglutinée par notre sérum Vi. Le professeur Kauffmann [4], de 
Copenhague, 4 qui nous l’envoyames, nous fit savoir qu’il n’avait pu 
y déceler aucune trace d’antigéne Vi. 

Cependant, cinq mois aprés le début de la maladie, le sérum de 
Venfant agglutinait 4 1/80 une souche VW de S. typhi, alors qu’on 
n’y décelait aucune agglutinine O ni H pour S. typhi, S. paratyphi A, 
S. paratyphi B ets: paratyphi C. A la méme époque, ce sérum agglu- 
tinait 4 1/800 la souche isolée par hémoculture cing mois auparavant 
et A 1/20 une souche de Sh. flexneri V de notre collection. 


Résumé. — Au début d’une fiévre d’allure typhoide suivie de diarrhée, 
une bémoculture donna une souche de Sh. flexneri type V qui, lors 
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de son isolement, se montrait pourvue d’un antigéne Vi. Celui-ci 
disparut au cours des subcultures. Cependant, cinq mois plus tard, 
on ne décéle dans le sérum de l’ancien malade que des agglutinines Vi 
et fleaneri.. Le séro-diagnostic de Widal, avec des suspensions O et H 
séparées de S. typhi, de S. paratyphi A, de S. paratyphi B et de S. para- 
iyphi C, fut négatif a trois reprises 4 différents intervalles. 
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RECHERCHES SUR L’EFFET TOXIQUE 
DE BACILLUS CEREUS VAR. ALESTI 
VIS-A-VIS DES VERS A SOIE 


(PREMIERE SERIE) 
par C. TOUMANOFF et C. VAGO. 


(Institut Pasteur de Paris 
et Station de Recherches Séricicoles d’Alés [Gard].) 


Dans nos travaux antérieurs [4, 5], nous avons précisé que l’effet sur 
le ver a soie de Bacillus cereus var. alesti, agent de la flacherie endé- 

mique des Cévennes [3, 6] provient. d’une double action toxique et 
 septicémique. 

La toxicité étant susceptible de provoquer aussi bien une mort 
subite qu’une intoxication lente et méme de conditionner la septicémie 
nous est ainsi apparue comme étant de nature trés complexe. Cette 
opinion s’est confirmée grace 4 nos observations histopathologiques [7], 
ainsi que par analogie avec les travaux de Aoki et Chigasaki qui, en 
étudiant en 1915 et 1916 un bacille trés voisin [2] de Bacillus cereus 
var. alesti, le Bacillus sotto (Ishiwata), ont relaté plusieurs particula- 
rités de la toxicité de ce dernier [4]. 

Nous avons étudié la nature de l’effet toxique de Bacillus cereus var. 
alesti et recherché les conditions dans lesquelles se produit |’intoxi- 
cation. 

Dans cette premiére série d’essais ont été étudiés : 

1° la contamination des chenilles de Bombyx mori L. par les 
cultures chauffées de Bacillus cereus var. alesti ; 

2° l’action sur ces chenilles du filtrat de ce bacille et du milieu de 
culture ; 
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3° Leffet sur ces insectes, du culot et du liquide surnageant d'une 
culture centrifugée ; ci 

4° ]’effet d’une culture complétement transformée en spores, c est- 
a-dire ne contenant pas de formes végétatives. 

Nous allons préciser chacun de ces essais. 

1° Des suspensions de Bacillus cereus var. alesli provenant de 
cultures sur gélose (pH 7) agées de 6 & 72 heures (une culture dans 
10 cm® d’eau physiologique), furent soumises 4 l’autoclave, a une 
température de 120°, pendant une & cing minutes. Toutes les variantes 
de ces deux séries de facteurs furent utilisées pour l’infection per os. 

Nous ne détaillons pas ces essais, mais il faut noter que ces suspen- 
sions se sont montrées invariablement non toxiques pour les vers. 

En ce qui concerne les cultures chauffées, nous avons éprouvé sur 
les vers, les suspensions de bacilles chauffées & 60°, provenant d’une 
part de cultures Agées de 12 heures, d’autre part, de cultures de 
48 heures. 

Les cultures jeunes chauffées ont été sans effet morbide ou mortel 
sur les vers, méme & une dose trés élevée. 

Les cultures Agées de 48 heures chauffées_s’avérent encore viru- 
lentes, mais ne provoquent pas l’effet toxique foudroyant. L’examen du 
sang de vers au dernier stade de la paralysie, 24 et 48 heures aprés 
administration de cette culture chauffée montre l’apparition de la 
septicémie. 

Voici a titre d’exemple quelques expériences A ce sujet: 


a) 27 mai 1952: 100 vers (race Roustan Alpes jaunes) au début du 
cinquiéme Age (deux jours aprés la quatriéme mue) recoivent des feuilles de 
murier souillées avec une suspension d’une culture de Bacillus cereus var. 
alesti de douze heures chauffée 4 60° trois fois pendant une heure, avec 
intervalles de vingt-quatre heures. 

Dose: III gouttes de suspension d’une culture dans 1 cm’ d’eau physio- 
logique, diluées dans 10 cm’ de la méme solution. 

28 mai 1952 

= a io aucune mortalité, aucun signe de maladie. 

31 mai 1952 

Cent témoins, également vivants. 

b) 28 mai 1952, 11 heures: 50 vers (race Roustan Alpes jaunes) au 
cinquiéme Age sont infectés dans les mémes conditions et avec la méme 
dose avec une culture de quarante-huit heures chauffée a 60° trois fois 
pendant une heure. 

28 mai 1952, 18 heures: pas de mortalité. 

29 mai 1952: 35 vers morts ou trés affaiblis, 11 vivants paraissant nor- 
Maux, 4 peu vigoureux. 

30 mai 1952: 2 vivants, 4 morts. 

31 mai 1952: tous les vers sont morts. 

Cinquante témoins sont tous normaux et se préparent A la montée. 


2° Pour la mise en évidence des substances toxiques en état libre, 
les suspensions en eau physiologique de la souche bactérienne de 
vieilles cultures sur gélose ont été filtrées sur bougies Chamberland L2, 
L3 et L5. Les filtrats, administrés per os aux vers, n’ont déclenché 
aucune action morbide et aucune mortalité. 


Il en fut de méme pour les épreuves de diffusion d’une substance 
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toxique dans le milieu, épreuve consistant en l’alimentation des vers 
avec des feuilles de mdrier badigeonnées de gélose sur laquelle était 
cultivé le bacille. 

Ci-dessous deux expériences : 


a) 28 mai 1952, 17 h. 30: Infection per os de deux lots de 20 vers (race 
Roustan, Alpes jaunes) au cinquiéme Age avec des feuilles trempées dans 
les filtrats de la suspension dans 20 cm d’eau physiologique d’une culture 
de Bacillus cereus var. alesti. 

Age de la culture sur gélose nutritive: 61 jours. 

Lot 1: filtrat A travers bougie Chamberland L2. 

Lot 2: filtrat A travers bougie Chamberland L5. 

Aucune mortalité dans aucun des lots jusqu’au 4 juin 1952 et au dela. 

b) 4 juin 1952, 18 heures: Infection de 50 vers (race Roustan, Alpes 
jaunes) au quatriéme Age avec des feuilles de miarier souillées avec la 
gélose de culture dépourvue de la culture elle-méme par lavages abon- 
dants et répétés. Age de la culture: 10 jours. 

Remarque : la gélose est mise en suspension 4 l'état froid, par agitation. 

Tous les vers restent vivants jusqu’au 10 juin 1952 et au dela, sans signe 
de maladie. 


3° Pour reconnaitre si la substance toxique reste invariablement 
fixée sur ou dans le corps bacillaire, ou si elle peut étre diffusée dans la 
suspension bacillaire, dans l’eau physiologique ou bien dans l’eau 
distillée, nous avons effectué des essais de contamination des vers par 
les cultures aprés leur centrifugation. Les suspensions ont été prépa- 
rées 4 partir de vieilles cultures, celles-ci étant généralement plus 
toxiques. Nous avons évité, par le choix de la centrifugeuse, le réchauf- 
fement des suspensions au dela de 23° centigrades. 

Le culot de centrifugation ainsi que le liquide surnageant ont été 
administrés aux vers per 0s. 

Voici 4 titre d’exemple deux expériences : 


a) 2 octobre 1952, 20 heures: 10 vers (souche St. P.7) au cinquiéme 4ge 
recoivent avec la feuille de mdurier le culot de la suspension de la culture 
centrifugée. Culture sur gélose ordinaire neutre. Age, 30 jours. 

Dose: 6 anses/10 cm? eau physiologique. Centrifugation: 3000 tours 
pendant quinze minutes, A 23°C. 

3 octobre 1952, 9 heures: mortalité 100 p. 100. 

b) 2 octobre 1952, 9 heures: Le méme nombre de vers est alimenté avec 
de la feuille badigeonnée de liquide surnageant du méme centrifugat. 

3 octobre 1952, 9 heures: mortalité 100 p. 100. 

Les témoins des deux lots restent vivants. 


4° Pour étudier l’effet sur le ver & soie des spores de Bacilles cereus 
var. alesti, nous avons fait usage de cultures sur milieu agilté, liquide 
spécial semi-synthétique a 30°. Cette maniére de procéder permet 
d’employer les spores pures, 4 l’exclusion de toute forme végétative (1). 


(1) Ce. milieu consistait en: phosphate monopotassique, 5 g ;- sulfate 
d’ammonium, 4,71 g¢; mélasse, 25 g; eau de robinet, 1000 cm* (mélasse 
stérilisée A part; culture agitée). 

Concu dans le service de M. Lemoigne 4 l'Institut Pasteur de Paris, le 
produit que nous avons utilisé était préparé par Mme Beguin de ce service. 

Nous tenons a leur exprimer notre gratitude. 
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Dans ce milieu, les spores se déposent au fond des récipients et le 
milieu de culture reste limpide. 

Il s’est trouvé que les vers n’acceptaient pas les feuilles badigeon- 
nées de cette culture, qui exerce sur eux un effet répulsif. 

Par contre, ils mangent, quoique moins bien qu’habituellement, les 
feuilles trempées dans ce liquide dilué dans la proportion de 2 cm? 
de culture pour 10 cm? d’eau ordinaire. 

Les expériences ont été variées en utilisant ces cultures aprés agita- 
tion pour mettre les spores en suspension, ainsi qu’en administrant 
aux vers d’une part, le liquide surnageant, d’autre part les spores 
lavées, également diluées. 

Egalement ci-dessous, deux expériences : 


a) 2% septembre 1952, 17 heures: Un lot de 10 vers (souche St. P. 7) 
cinquieme Age est infecté avec la culture agitée de Bacillus cereus var. 
alesti. Age de la culture: 40 jours. Dilution, 2 cm’ de.culture pour 10 cm* 
d’eau ordinaire. 

Aucune mortalité le méme jour. ‘ 

26 septembre 1952, 9 heures: 4 morts, 3 trés affaiblis. 

26 septembre 1952, 14 heures: 1 mort de plus. 

27 septembre 1952, 9 heures: encore 1 mort. 

28 septembre 1952, 9 heures: mortalité 100 p. 100 avec prédominance de 
septicémie. 

b) Un lot du méme nombre de chenilles contaminé avec le liquide 
surnageant de la méme culture diluée de la méme maniére. Les vers 
mangent moins bien et aucun ver ne meurt dans les journées qui suivent. 


Nos recherches, illustrées par les quelques exemples relatés plus haut, 
nous autorisent a faire les déductions suivantes quant a l’effet toxique 
de Bacillus cereus var. alesti sur les vers & soie. 

1° Le fait que les suspensions des jeunes cultures ne provoquent 
pas toujours la mort foudroyante, mais tuent seulement une partie 
des vers, lentement et le plus souvent avec les symptémes d’une 
septicémie, démontre’ que les jeunes bacilles sont peu toxiques. Leur 
effet pathogéne peut méme étre supprimé par le chauffage a 60°, 
a trois reprises pendant une heure, lorsque les’ cultures sont dépour- 
vues de spores. 

2° Les suspensions de Bacillus alesti soumises A l’action de la cha- 
leur 4 l’autoclave & 120°, pendant une a cing minutes sont totale- 
ment avirulentes et atoxiques. 

3° Le fait que les cultures de quarante-huit heures traitées de la 
méme maniére peuvent provoquer la mort lente des vers et la septi- 
cémie, parfois dans 100 p. 100 des cas, fait supposer que le chauf- 
fage dans les conditions indiquées ne tue pas les spores, mais sup- 
prime l’effet toxique du bacille. 

4° L’absence de tout effet toxique des filtrats rend douteuse la pro- 
duction par le bacille d’une exo- ou endotoxine vraies. 

5° L’innocuité du milieu de culture administré aux vers: per os 
montre que la substance toxique qui provoque la toxémie n’imprégne 
pas le milieu de culture. 

6° Le culot et le liquide surnageant des suspensions bacillaires 
centrifugées ont un effet mortel sur les chenilles de Bombyx mori L. 
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La substance toxique est donc libérée en partie dans l’eau distillée ou 
dans l’eau physiologique ayant servi pour cette suspension. 

7° Les spores 4 l’état pur obtenues sur un milieu spécial, provoquent 
la mortalité des vers accompagnée de septicémie. 

8° Du point de vue microscopique, il a été établi que, contrairement 
a ce qu’avaient observé Aoki et Chigasaki [41] avec la souche toxigéne 
du Bacillus sotto, l’intoxication s’accompagne de la présence et de la 
multiplication des bacilles dans le tube digestif. Cette multiplication 
a lieu surtout dans l’intestin moyen et assez exceptionnellement dans 
d’autres parties du tube digestif. 

9° Dans son ensemble, l’affection & Bacillus cereus var. alesti revé- 
tant le caractére de toxi-septicémie, on constate néanmoins que ce 
bacille peut se comporter différemment selon les cas et étre, soit forte- 
ment, soit faiblement « toxigéne », soit enfin virulent, surtout par 
sa pullulation, sans qu’on puisse cependant, dans ce dernier cas, 
exclure complétement l’effet toxique. La méme souche de Bacillus 
alesti peut donc se comporter, selon les circonstances, comme le type 
toxigéne ou atoxigéne de Bacillus sotto. 

Tous les faits relatés font penser que dans le cas d’intoxication il 
s’agit de l’action d’une substance élaborée au cours du métabolisme 
bacillaire, se trouvant fixée sur le corps bacillaire et présente peut- 
étre chez les spores. 

Cette substance serait libérée par le bacille, soit sous l’effet de lyse 
au moment de la formation des spores, soit diffusée dans l’organisme 
sous l’effet d’enzymes, par action directe sur le corps bacillaire. Nous 
chercherons dans un travail ultérieur A apporter des précisions sur 
ce point. 
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Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans les 
Annales de l’Institut Pasteur. 


Le collagéne A mérite-t-il le nom de collagéne et peut-il 
servir 4 la détection et au titrage des collagénases bacté- 
riennes ? par A. Detaunay, M. Guittaumiz, G. Reape et J. Di Frve- 


LASFARGUES. 


Etudes sur les propriétés des sérums anti-« septicum » et 
anti-« histolyticum », par M. Gumtaumiz, A. Krecurr, M. Geor- 
FRoY et G. READE. 
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Contribution a l'étude des propriétés biochimiques du bacille 
de Whitmore, par P. De Lasupm et E. R. Brycoo. 


Etudes sur les formes rugueuses des « Salmonella », par 
M™e S. Becuin et M™e J. GRABAR. 


Influence de quelques susbtances antibactériennes sur le 
phénoméne de phagocytose, par M" S. Lampin et A. Drsvicnns. 


AVIS 


SIXIEME CONGRES INTERNATIONAL DE MICROBIOLOGIE 


Conformément aux décisions prises 4 Rio de Janeiro, lors du V° 
Congrés, le VI° Congrés International de Microbiologie aura lieu a 
Rome du 6 au 12 septembre 1953. 

Le Bureau du Congrés a été constitué comme suit : 

Président : V. Puntoni, Directeur de l’Institut d’Hygiéne de l’Univer- 
sité de Rome. 

Vice-Présidents : L. Califano, Directeur de 1’Institut de Microbiologie 
de l’Université de Naples ; G. Penso, Institut Supérieur de la Santé, 
Rome ; G. Redaelli, Directeur de l'Institut d’Anatomie Pathologique 
de l'Université de Milan. 

Secrétaire général: E. Biocca, Directeur en charge de l'Institut de 
Parasitologie de l’Université de Rome. 

Trésorier : M. Pantaleoni, Institut Supérieur de la Santé, Rome. 

Le Congrés sera divisé en plusieurs sections qui comprendront la 
microbiologie générale (structure cellulaire, physiologie, etc.) ; la micro- 
biologie spéciale (bactéries, mycétes, virus et rickettsia, protozoaires, 
agents transmetteurs, etc.) appliquée soit a la pathologie humaine, 
animale et végétale, soit 4 Vhygiéne, soit a l’agriculture. 

Au cours du Congrés des réunions pléniéres seront tenues avec des 
conférences sur les plus intéressants problémes actuels de la micro- 
biologie. Un symposium aura également lieu sur la systématique et 
la biologie des actinomycétales. 

Tous les Congressistes pourront présenter dans chaque section des 
communications sur leurs recherches scientifiques. 

L’inscription au Congrés est réservée aux membres des Sociétés 
Nationales de Microbiologie (France : Société Francaise de Microbio- 
logié) affiliées 4 l’Association Internationale des Microbiologistes. 

Elle donnera droit 4 participer aux discussions du Congrés méme, 4 
recevoir les résumés des communications, 4 participer aux réceptions 
et aux manifestations touristiques collectives qui seront organisées. 

Tous les membres de la Société Francaise de Microbiologie gui dési- 
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rent, en principe, participer au Congrés, sont priés de le faire savoir 
d’urgence au Secrétariat de la Société qui leur fera parvenir en temps 
utile tous les renseignements et les formules d’inscription. 

Nous recommandons vivement & nos collégues de ne pas attendre 
pour nous faire connaitre leurs intentions. 


FONDATION DE LA SOCIETE FRANCAISE 
DE BIOLOGIE MEDICALE 


Nous avons appris la création de la Société Francaise de Biologie 
Médicale. Cette Société a pour but de réunir les Docteurs en Médecine 
de langue francaise, consacrant tout ou partie de leur activité & la 
biologie médicale, comme d’établir des relations avec les sociétés étran- 
géres ayant le méme caractére. 

L’activité de la Société porte, en complément de l’observation clini- 
que, sur les ressources que la biologie apporte a l’investigation médicale 
dans le domaine de l’anatomie pathologique, de la bactériologie et de 
la parasitologie, de la chimie pathologique, de l’hématologie, de ]1’immu- 
nologie et de la psychologie expérimentale. 

L’Assemblée Constitutive a élu pour Président, le Professeur Henri 
Bénard, Membre de l’Académie de Médecine. L’activité scientifique se 
' manifestera en principe par des symposiums tenus deux ou trois fois 
chaque année. On trouvera tous les renseignements complémentaires 
en s’adressant aux secrétaires : D™ Lamotte, 48, rue Blanche, Paris-9°, 
et D? Durupt, 20, rue de la Pompe, Paris-16°. 

Nous adressons tous nos vceux 4 la Société Francaise de Biologie 
Médicale. 


BOURSES POUR LE CANADA 


Le National Research Council of Canada offre un certain nombre 
de bourses (Postdoctorate Fellowships), dont quelques-unes peuvent 
étre attribuées 4 des étrangers, dans le domaine des sciences biolo- 
giques. 

Les laboratoires ot: ces bourses seront attribuées sont situés au 
Prairie Regional Laboratory, Université de la Saskatchewan, 4 Saska- 
toon (Canada). 

Les sujets qui peuvent étre étudiés dans ces laboratoires sont : 

La chimie des fermentations et l’enzymologie, 

La microbiologie, principalement dans le domaine de l’agriculture 
et de l’étude des sols, 

La chimie des graisses et huiles végétales, 

La photosynthése, 

L’étude enzymatique des protéines, 

La chimie biologique animale. 

Les candidats doivent étre 4gés de moins de trente-cing ans, avoir 
des diplémes universitaires correspondant au moins auj Ph.D., et 
satisfaire aux conditions de l’immigration canadienne. 

Le montant de la bourse est de 3000 dollars par an pour les céliba- 
taires et de 3500 dollars pour les candidats masculins mariés. Ces 
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sommes sont nettes de taxes et seront augmentées d’une indemnité de 
voyage, variable selon le lieu de départ. Les bourses sont attribuées 
pour un an, renouvelables a titre exceptionnel. 

Pour tous renseignements, s’adresser au D* Lépine, Service des 
Virus, Institut Pasteur. 


Séance du 8 Janvier 1953. 


Présidence de M. GASTINEL 


COMMUNICATIONS 


EFFETS THERAPEUTIQUES 
DE L’ISONICOTINHYDRAZIDE (INH) 
DANS L’INFECTION TUBERCULEUSE 
PROVOQUEE CHEZ LE COBAYE 
PAR L'INOCULATION INTRA-NEVRAXIQUE 
DE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS 


par C. LEVADITI, A. VAISMAN et H. CHAIGNEAU-ERHARD. 


(Unstitut Alfred Fournier.) 


L’efficacité thérapeutique de J isonicotinhydrazide (INH) dans la 
méningite tuberculeuse a été constatée parfois dans le domaine cli- 
nique, 4 en croire les rares observations publiées 4 ce sujet. L’expéri- 
mentation confirme-t-elle cette efficacité? Nous. nous sommes posé le 
probléme et nous apportons dans la présente note un résumé de nos 
résultats expérimentaux. 

Technique. — L’essai se référe 4 des cobayes auxquels nous avons 
inoculé le Mycobacterium tuberculosis par voie sous-dure-mérienne et 
intracérébrale. Quinze animaux ont recu, de cette maniére, 1 mg d’une 
culture de la souche H37Rv sur milieu Léwenstein, Agée de 30 jours. 
Deux lots. Le premier, comportant 5 sujets, a servi de témoins non 
traités. Le second, de 10 cobayes, a été traité quotidiennement par 
5 mg @INH par 100 g, administrés en injection sous-cutanée. Les 
animaux morts en cours d’expérience, ou qui, ayant survécu, ont été 
sacrifiés le quarante-troisitme jour, ont été examinés : a) du point 
de vue des lésions macroscopiques des organes (poumon, rate, foie et 
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cerveau) ; b) en ce qui concerne l’incidence et les caractéres des alté- 
rations microscopiques de ces organes, et, enfin, c) quant A la présence 
de bacilles acido-résistants dans l’ensemble des manifestations patho- 
logiques. La dose totale d’INH utilisée a varié entre 388,5 mg et 531 mg, 
selon le poids de 1’animal. 


RESULTATS (Cf. tableaux I et II). 


I. CoBAYES TEMOINS : 

1° Les 5 cobayes témoins sont morts entre le vingt-cinquiéme et le 
quarante et uniéme jour (soit les vingt-cinquiéme, vingt-septiéme, 
trente-quatriéme, trente-neuviéme et quarante et uniéme jours). Morta- 
lité : 5/5, j 

2° Altérations macroscopiques. — a) Poumon: chez 4 animaux 
sur 5 (4/5), le poumon présentait des lésions congestives, des taches 
blanchatres ou de l’hépatisation. b) Dans 2 cas sur 5 (2/5), hyper- 
trophie splénique ; c) Foie : absence de modifications macroscopiques. 
d) Encéphale et méninges : altérations décelables en visibilité directe, 
d’intensité fort accentuée [adhérence des méninges, épaississement de 
la dure-mére et pie-mérite diffuse chez tous les sujets| (5/5). 

3° Altérations microscopiques. — Follicules tuberculeux 4 lympho- 
cytes et A éléments épithélioides dans le poumon (38/5), la rate (5/5), 
le foie (5/5) et l’encéphale. Un examen approfondi de ce dernier organe 
a été effectué. Il en est résulté que, chez les deux cobayes ayant fait 
Vobjet d’un tel examen (n° 14 et 15), il s’agissait de véritables tuber- 
culomes pie-mériens, sis au niveau de la corticalité et, parfois, dans” 
les septums cérébraux, auxquels s ‘associait une méningite monocytaire 
a disposition péri-vasculaire. 

4° Taux bacillaire. — Ces manifestations pathologiques contenaient, 
dans la grande majorité des cas, des bacilles acido-résistants ; 1’abon- 
dance et le caractére évolutif de ces bacilles étaient frappants, surtout 
au niveau des altérations encéphaliques. 

Il en résulte que, dans les conditions de nos essais : a) l’inoculation 
au cobaye ‘de bacilles tuberculeux virulents dans l’encéphale et ses 
annexes provogque des lésions locales bacilliféres intenses; b) le 
processus tuberculeux se généralise dans des organes tels que le 
poumon, le foie et la rate ; c) cette généralisation occasionne la mort 
des animaux en un laps de temps qui ne dépasse pas quarante 
et un jours. 


IJ. CoBAYES TRAITES ;: 

1° Mortalité. — Nulle le quarante-troisiéme jour (0/10). 

2° Altérations macroscopiques. — Aucune lésion visible 4 l’ceil nu, 
quel que soit l’organe pris en considération. 

3° Lésions microscopiques. — Poumon, foie, rate : nulle modification 
histologique, excepté au niveau du tissu pulmonaire d’un des 10 cobayes 
examinés [n° 8] (1/10) [follicules épars]. Encéphale. Contrairement 
aux sujets témoins, les cobayes traités ont présenté des lésions micro- 
scopiques légéres (méningite lymphocytaire cortico-basale, quelques 
signes de plexite, souvent A peine ébauchée et a disposition péri- 
vasculaire. 
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4° Bacillose. — De trés rares bacilles tuberculeux, en majorité dégé- 
nérés et a l’état involutif, étaient décelables au sein de ces altérations 
méningo-encéphaliques. Il s’agissait, pour la plupart, de germes 
déformés et hypochromatiques, A siége intracellulaire. Partout ailleurs, 
absence de bacilles. 

En bref, ce qui singularise chez les cobayes traités les altérations 
macroscopiques et microscopiques, ainsi que le taux des _bactéries 
acido-résistantes contenues dans ces altérations, c’est, en premier lieu, 
Vabsence totale de dispersion de l’infection dans les divers organes et, 
en second lieu, l’amenuisement frappant des altérations méningo- 
encéphaliques, extrémement réduites en comparaison de celles offertes 
par les cobayes témoins. 


Conctusion. — Le traitement par Uisonicotinhydrazide (INH) de 
la tuberculose provoquée chez le cobaye par linoculation du Myco- 
bacterium tuberculosis dans le méningo-encéphale exerce des effets 
salutaires incontestables, en ce sens qu’il s’oppose & la généralisation 
de la bacillose dans des organes tels que le poumon, la rate et le foie, 
et qu’il imprime aux accidents névraxiques les caractéres d’une conta- 
mination légére, infiniment plus atténuée que celle des sujets témoins 
non traités. 


ACTIVITE CURATIVE DE L'ISONICOTINHYDRAZIDE (INH) 
DANS L'INFECTION PROVOQUEE CHEZ LA SOURIS 
PAR LA SOUCHE 
DE MYCOBACTERIUM PARA-TUBERCULOSIS 607 


par C. LEVADITI, A. VAISMAN et H. CHAIGNEAU-ERHARD. 


(Institut Alfred-Fournier.) 


Il nous a semblé intéressant d’évaluer le pouvoir antibacillaire de 
VINH chez la souris contaminée par voie intraveineuse avec la souche 607 
de Mycobacterium para-tuberculosis, souche réputée non _ virulente, 
mais dont nous avons mis en évidence les effets pathologiques chez 
cette espéce animale [4]. Nous avons procédé comme suit : 

Technique. — Des souris recoivent, par voie intraveineuse et par 20 g 
de poids, 1 mg d’une culture de B. K. 607 (milieu gélosé ; poids humide ; 
suspension A 2 mg par centimétre cube d’eau salée isotonique). Main- 
tien des tubes ensemencés pendant deux jours 4 37° et huit jours a 15°. 
Deux lots : le premier comporte des sujets témoins, non traités, le 
second des animaux traités quotidiennement par 1 mg d’INH admi- 
nistré per Os. 

R&SULTATS. 
I, SouRIS TEMOINS : 
1° Mortalité (entre le cinquiéme et le sixiéme jour): 60 p. 100; 
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survie le quarante-troisitme jour: 40 p. 100. Symptémes morbides : 
inclinaison de la. téte et rotation sur l’axe antéro-postérieur dans 
70 p. 100 des cas (apparition entre sept et vingt- -cing jours), dont 
50 p. 100 chez des sujets ayant succombé aprés 1 contamination. 

2° Altérations microscopiques. — Rein : Néphrite et abcés miliaires 
localisés de préférence dans la corticalité : + 4 o = 100 p. 100 
[+++ 2 wo =50 p. 100; + a + + (néphrite interstitielle) 
= 50 p. 100]. Cerveau : Abcés. Entre + + + a wo = 40 p. 100. 

3° Tauz bacillaire. — Rein: +d 0 =70 p. 100 (dont+ + +a 
= 60 p. 100), Cerveau: +++ & o = 40 p. 100. Pauci-bacillose du 
foie et de la rate. 

En résumé : Contamination bacillaire intense a localisation rénale et 
encéphalique chez la plupart de ces souris témoins, 


II. Souris TRAITEES : 

1° Mortalité (entre sept et trente-huit jours) = 25 p. 100; sur- 
vie = 75 p. 100. Cette mortalité n’a pas été provoquée par la présence 
d’altérations bacillaires du cerveau ou du rein, mais par une pneumo- 
pathie non-bacillifére, engendrée par un _ ultravirus (1) (épizootie 
contagieuse des élevages). Symptémes morbides : Légéres inclinaisons 
de la téte et rotation sur l’axe antéro-postérieur dans 40 p. 100 des 
cas, apparues entre le neuviéme et le vingt-troisitme jour, mais ces 
symptémes se sont effacés par la suite chez les animaug survivants. 

2° Altérations microscopiques. — Mises a part les lésions du poumon 
attribuables A cette pneumopathie a virus (bronchite suppurative, 
alvéolite, nodules 4 polynucléaires et & monocytes, cavernes), aucun 
des organes, excepté le rein (néphrite interstitielle) n’offre de modi- 
fications histo-pathologiques. 

3° Taux bacillaire. — Absence totale de germes acido-résistants 
(0 = 1O0#p. 100). 

Il résulte de l’ensemble de ces données que 1’INH exerce des effets 
thérapeutiques intenses, en ce sens que son administration quoti- 
dienne, par voie buccale, 4 la dose de 1 mg par souris de 20 g (au 
total 34 mg chez les sujets ayant survécu quarante-trois jours) parvient 
a empécher radicalement la pullulation des Mycobacterium Sabla 
culosis souche 607 dans les divers organes examinés. 

Ajoutons que la comparaison entre l’incidence des troubles seoeniaes 
neurotiques enregistrée chez les souris témoins et celle de ces mémes 
troubles fugaces et guérissables, constatée chez les sujets traités, suggére 
lhypothése que le traitement par VINH a influencé favorablement 
l’effacement cicatriciel des lésions bacilliféres du systtme nerveux et 
de l’oreille chez ces derniers animaux. 


Conciusion. — L’isonicotinhydrazide (INH) se révéle, chez la souris, 
douée de propriétés antibacillaires trés intenses a l’égard du Myco- 
bacterium para-tuberculosis, souche 607. 


(1) Virus se rapprochant, du point de vue des caractéres des lésions 
pulmonaires, de ceux isolés par Docuez, Mitts et Mutiixen (Proceed. Soc. 
exp. Biol. Med., 1937, 36, 683), Gorpon, FREEMAN et Crampir (Ibid., 1939, 39, 
450), GONNERT (Zbl. Bakt., 1941, 447, 161), Horsratn et Haun (J. exp. Med., 
1940, 74, 391), cités d’ aprés C. Levaprnt et P. L&pine, Les ultravirus des mala- 
dies animales, p. 943 ; Paris, 1943, Maloine, éditeur. 
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RECHERCHES COMPAREES SUR LA COMPOSITION 
EN PEPTIDES DES MILIEUX Vf 
ET HYDROLYSAT DE PROTEINE 


par J. MALGRAS, J. MEYER, R. SARTORY et R. VESCHAMBRE. 


(Laboratoire de Microbiologie de la Faculté de Pharmacie, Strasbourg.) 


Dans deux notes précédentes, nous avons montré qu’il était possible 
de réaliser un milieu de culture capable de prendre place a cété du 
milieu Vf pour la culture des bactéries anaérobies, grace 4 un hydro- 
lysat de protéine [4], et que ce milieu permettait une production de 
toxine et d’hémolysine en tous points semblable a celle obtenue sur 
milieu Vf [2]. 

Puis nous avons dosé l’azote polypeptidique par la méthode du 
double azote de P. Cristol [3], et enfin l’azote aminé par la méthode 
de Mestrezat [4] ; dans cette derniére méthode nous avons obtenu 
Vazote aminé libre des amino-acides et des oligopeptides amputé d’une 
partie de l’azote aminé des bases hexoniques. 

Tous les chiffres obtenus sont consignés dans le tableau suivant : 


P P 
2 p. 100 Vi 5 p. 100 


Azote total 2,29 p. 4 000 | 5,725 p. 1 000} 5,7 p. 4 000 

Azote aminé libre des amino- 

acides et des oligopeptides .| 0.8 p. 1 000 | 0,55 p. 41 000 
(35 p. 100) (40 p. 100) 

Azote oligopeptidique ... .| 0,86 p. 1 000 | 0,75 p. 4 000 
(37 p. 100) (45 p. 100) 

Azote polypeptidique 0,60 p. 1 000 | 4,04 p. 1 000 
(70 p. 100) 

Azote protéique 0,03 p. 1 000 | 0,36 p. 1 000 
(6 p. 100) 


On voit par ces chiffres que le protéolysat a 2 p. 100 est bien inférieur 
au bouillon Vf, en ce qui concerne les substances azotées. Il faut 
s’adresser au protéolysat & 5 p. 100 pour avoir un taux d’azote iden- 
tique. Mais ce méme azote total se répartit dans les deux milieux bien 


’ 
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différemment. Le bouillon Vf comprend surtout des composés a haut 
poids moléculaire : une fraction non négligeable de protéines, mais 
surtout des polypeptides dont l’azote représente a lui seul plus des 7/10 
de l’azote total alors qu’on trouve 1/10 seulement de Il’azote sous 
forme d’amino-acides. 

Le protéolysat, au contraire, est remarquable par sa teneur en dérivés 


; 
| — .Butanol/ac. acét 


pousus<—— 
S 


Fic. A. — Protéolysat hydrolysé. 4, acide aspartique; 2, acide glutamique; 
3, sérine; 4, glycine; % thréonine; 6, alanine; 7, tyrosine; 8, valine (méthio- 
nine); 9, leucines (phénylalanine); 10, proline; 41, bases hexoniques: 12, cystine. 


plus dégradés. Il n’y. a pratiquement plus de protéines et l’azote 
polypeptidique n’atteint pas les 3/10 de l’azote total. On voit qu’une 
fraction importante a échappé aux méthodes de dosage utilisées ; il 
y a une grande différence entre l’azote trouvé dans les filtrats phospho- 
tungstiques et l’azote aminé de ces mémes filtrats au formol (1,66 et 0,8 
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pour le bouillon P 4 2 p. 100, 1,3 et 0,55 pour le bouillon Vf). Cet 
azote représente de fagon approximative l’azote peptidique des peptides 
simples ne précipitant plus par l’acide phosphotungstique. Notons que 
cette fraction représente les 4/10 de l’azote du protéolysat et 13/100 
de l’azote du bouillon Vf. 

Nous avons poursuivi cette étude par l’analyse chromatographique 


——Bulanol /ac. acét : 


Jou2yye-— 


Fic. B. — Protéolysat non hydrolysé. 1, acide aspartique; 2, acide glutamique ; 
3, sérine; 4, glycine; 5, thréonine; 6, alanine; 7, tyrosine; 8, valine (méthio- 
nine); 9, leucines (phénylalanine); 10, proline; 11, bases hexoniques; 12, cystine. 


qualitative du milieu Vf et du milieu protéolysat 4 2 p. 100. 

Nous avons effectué la chromatographie sur les deux milieux avant et 
aprés hydrolyse totale en atmosphére de CO, pendant dix heures 4 100° 
par HCl 6 N. 

Nous nous sommes adressés 4 la technique de chromatographie de 
partage sur papier, d’aprés la méthode ascendante de Williams et 
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Kirby [5]. Nous avons effectué quatre chromatogrammes a deux 
dimensions dans le butanol acétique et le phénol saturés d eau. Des 
chromatogrammes témoins ont été effectués avec la collection d’amino- 
acides du laboratoire ; un témoin important était fourni par le chroma- 


Jouzud 
eS 


Fic. C. — Vf hydrolysé. 4, acide aspartique; 2, acide glutamique; 3, sérine; 
4, glycine; 5, thréonine; 6, alamine; 7, tyrosine; 8, valine (méthionine); 
9, leucines (phénylalanine); 40, proline ; 41, bases hexoniques; 12, cystine. 


togramme du _ protéolysat hydrolysé, dont la composition en acides 
aminés est exactement connue. 


DIscUSSION DES CHROMATOGRAMMES. 


Anomalies. — Elles portent essentiellement sur les places des bases 
hexoniques ; nous retrouvons ces bases sous forme d’une longue 
trainée dont le Rf dans le phénol commence a des limites assez basses, 


— 
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alors que ces acides aminés ont, dans ce solvant, un Rf tres élevé. 

Ce phénoméne ne doit pas nous étonner, si l’on pense a la quantité 
importante de sels minéraux introduits dans ces milieux au cours de 
leur préparation et de leur neutralisation. Cet effet-sels est susceptible 
de produire un changement dans le degré d’ionisation, qui entratne 


| 


| butanol fac. Cet 


ee ee ont roanemsc deci onc en ie an pnt tac aca er anny ya enn 


| 
| 


70UIY,{ <_< 


BEDI RG hae oe ibigae erent ear 


Fic. D. — Vf non hydrolysé. 1, acide aspartique; 2, acide glutamique; 2, acide 
glutamique; 3, sérine; 4, glycine; 5, thréonine; 6, alanine; 7, thyrosine; 
8, valine (méthyonine); 9, leucines (phénilalanine); 10, proline; 11, bases 
hexoniques; 12, cystine, 


une variation du coefficient de partage de la substance en faveur de 
la phase aqueuse (Lugg et Overell [6]). 
ConcLusIons. 


Il ressort de ces expériences que la gamme des acides aminés pré- 
sents dans le Vf est sensiblement voisine de celle du protéolysat. Dans 


Annales de l'Institut Pasteur, t. 84, n° 3, 1953. 4A 
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les deux milieux on trouve a l'état libre : acides aspartique et gluta- 
mique, sérine et glycine, alanine, valine et leucine, bases hexoniques, 
tyrosine, tryptophane, cystine. Nous n’avons pas individualisé de taches 
de phénylalanine et de méthionine, mais elles peuvent s’intégrer dans 
celles de leucine et de valine. La proline et la thréonine libérées au cours 
de la préparation du protéolysat, ne le sont pas de fagon appréciable 
dans celle du Vf. L’hydrolyse du Vf accentue notablement les taches 
d’acide glutamique, leucine, phényl-alanine, glycocolle, bases hexo- 
niques, libére la proline et la thréonine. L’hydrolyse du protéolysat ne 
semble pas changer de facon trés nette l’intensité relative des taches. 

Ce qui différencie~les deux milieux dans leur composition en 
substances azotées est donc leur degré trés différent d’hydrolyse, et 
non point la nature des monopeptides constituants. 
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ETUDE D'UNE ESPECE NOUVELLE ANAEROBIE STRICTE 
DU GENRE EUBACTERIUM : E. CRISPATUM n. sp. 


par E.-R. BRYGOO et N. ALADAME. 


(Service des Anaérobies, Instituts Pasteur de Paris et Saigon.) 


Dans le pus d’un phlegmon d'origine dentaire prélevé chez un 
Européen a Saigon, l’examen direct ne montrait pas de cellules, mais 
un grand nombre de bacilles et de coques. Le pus lui-méme était 
liquide, brunatre, il avait ume odeur nauséabonde. Les cultures 
aérobies restérent négatives ; par contre, en anaérobiose, il fut possible 
d’isoler sur gélose VF, successivement, un streptocoque (Str. micros) 
et une espéce nouvelle dont nous donnons ci-dessous la description. 

Morphologie. — Batonnets droits ou légérement incurvés, parfois 
isolés, mais le-plus souvent en chainettes assez longues présentant des 
aspects tortueux et de nombreuses boucles. Longueur : 3 p, largeur : 1 p. 
La longueur des chaines varie de 20 4 40 4. Germe immobile, ne possé- 
dant ni spore ni capsule. Gram-positif. 

Physiologie. — Anaérobie strict, thermorésistance nulle, longévité, 
un mois ; réduit le rouge neutre, ne modifie ni la safranine ni la 
phénosafranine. Sérophile 4 lisolement. 
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Cultures. — Inodores, non gazogénes. 

Gélose profonde. — Colonies punctiformes. 

Eau peptonée, — Trouble discret. 

Bouillon VF glucosé, — Trouble uniforme et abondant. 

Protéines coagulées. — Non attaquées. 

Gélatine. — Non liquéfiée. 

Lait. — Tardivement coagulé et partiellement digéré. 

Glucides. — Glucose, lévulose, maltose, saccharose, lactose, galactose 
et amidon acidifiés (pH 3). 

Glycérine. — Non modifiée (pH 7). 

Caractéres biochimiques. — Pas de réduction des sulfates en sulfites, 
ni des nitrates en nitrites. La fermentation du bouillon VF glucosé 
a 1 p. 100 abaisse en huit jours le pH a 4. L’acidité volatile n’est due 
qu’a de l’acide acétique. Présence d’acide lactique. L’ammoniaque 
titre 0,47 g par litre. Il n’a été possible de détecter ni SH, ni acétoine, 
ni indol, ni amines, ni aldéhydes, ni cétones. La recherche de l’uréase 
est restée négative. 

Pouvoir pathogéne expérimental. — La culture n’est pas pathogéne 
pour le cobaye, elle ne contient pas de toxine décelable par injection a 
la souris. Le germe ne produit pas d’hémolysine. 

Position dans la systématique. — Batonnet Gram-positif, asporulé, 
non capsulé, immobile, ce germe appartient au genre Hubacterium 
Janke 1930. Sa morphologie spéciale le rapproche de E. tortuosum 
(Debono) Prévot 1938 et de E. pseudotortuosum Prévot 1946 [4]. Ce 
germe se distingue cependant de ces deux espéces par tout un 
ensemble de caractéres : non production de gaz, colonies punctiformes, 
coagulation tardive du lait, non formation d’acétoine, type fermentaire 
acétique pur. 

Il s’agit donc d’une espéce nouvelle pour laquelle nous proposons 
le nom de Eubacterium crispatum en raison de sa morphologie parti- 
culiére. 
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INFLUENCE DE DIVERS ANTIBIOTIQUES 
SUR LA MORPHOLOGIE DES AZOTOBACTER 


par R. DEPOUX. 


(Service de Microbie technique, Laboratoire de Microbiologie du Sol.) 


De nombreux auteurs ont déja étudié l’action des antibiotiques sur 
la croissance et la morphologie des bactéries. Il est bien connu que des 
doses sublétales de pénicilline modifient notablement l’aspect micro- 
scopique de nombreux germes. Il en est de méme pour les Azotobacter. 
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Eisenstark en 1950, étudiant ]’action de certaines substances toxiques 
sur Azotobacter agilis, a montré que sur des milieux de culture conte- 
nant ces produits, les cellules bactériennes étaient nettement plus 
volumineuses que sur les milieux habituels. 

Rappelons le cycle normal de développement d’un Azotobacter 
chroococcum, 

Nous n’avons jamais pu observer le premier stade selon Winogradsky, 
dans lequel les corps bactériens trés jeunes ont la forme de petits 
batonnets, mobiles et ciliés. Pendant les deux ou trois premiers jours 
de culture sur un milieu favorable, les cellules sont volumineuses, 
allongées. Dés le deuxiéme ou troisiéme jour apparaissent les formes 
adultes arrondies, colorées irréguliérement par la fuchsine ou 1l’éry- 
throsine. Les formes allongées précédemment citées prennent un aspect 
boudiné, polysegmenté, préludant peut-étre A une division en plusieurs 
microbes adultes. L’évolution se fait ensuite vers l’enkystement. Le 
volume cellulaire diminue, puis apparait une membrane épaisse for- 
tement colorée en rouge foncé par la fuchsine. 

Macroscopiquement, la culture sur milieu solide apparait vers le 
deuxiéme jour. Les colonies deviennent par suite trés volumineuses, 
blanches, de consistance glaireuse, filante, trés difficile 4 émulsionner 
dans |’eau. 

Vers le huitiéme jour, un pigment teinte les colonies en brun noir. 

Nous avons utilisé pour ce travail deux souches d’Azotobacter : Azoto- 
bacter chroococcum et Azotobacter vinelandii. Le milieu de base 
suivant a été réalisé : 


Solution’standard de Winogradsky........... 200 cm? 
Marinitol: >. tb. aver ee cya e eueeg oni a ee 5g 
Géloses Fr, ee cere tera) seme te) emer n nce 20 g 
Bail). sib. te' B94 ee) eee Q.S.P. 1 000 


Aprés stérilisation 4 l’autoclave 4 110° et addition d’antibiotique, le 
milieu est réparti en boites de Petri stériles. Le germe est ensemencé 
en surface suivant une strie linéaire. 

La sensibilité des Azotobacter est trés variable selon la souche 
utilisée et l’antibiotique employé, comme le montre le tableau suivant : 


Concentrations subletales d’antibiotiques en pg par cm’ de milieu. 


Azolobacter chroococcum | Azotobacter vinelandii 


Pénicilline 


Streptomycine 
Auréomycine 
Chloromycétine 
Terramycine 


La croissance est toujours considérablement retardée sur les plaques 
de milieu contenant des doses sublétales d’antibiotique. C’est ainsi 
que les premiéres colonies n’apparaissent qu’au bout de dix A douze 
jours sur les plaques contenant 10 yg de pénicilline. Le développe- 
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1, Azotobacter chroococcum : formes adultes normales; 2, Culture en pré- 
sence de 0,5 ug/cm® de pénicilline; 3, Culture en présence de 1 ug/cm? de 
pénicilline; 4, Culture en présence de 3 yg/cm? de pénicilline; 5, Culture en 
présence de la dose sublétale de pénicilline; 6, Culture en présence de la 
dose sublétale de terramycine. 
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ment ultérieur est aussi plus lent. Cependant le pouvoir de produire 
le pigment brun-noir n’est pas supprimé. La pigmentation est nette 
vers le quinziéme ou seiziéme jour. 

Enfin il n’est pas rare de voir apparaitre quelques colonies 
sur les plaques ayant recu des doses létales d’antibiotiques. Les 
germes qui les constituent se révélent étre résistants & ces concen- 
trations de produit. Il y a eu, dans ce cas, sélection de mutants 
résistants. Il semble bien que pénicilline, streptomycine et chloram- 
phénicol soient bactéricides pour Azotobacter chroococcum et vine- 
landii, et non seulement bactériostatiques. 

La présence d’antibiotique dans les milieux de culture altére la 
morphologie des germes, et ce d’autant plus que la concentration en 
produit toxique est plus voisine de la dose létale. 

Ces modifications sont particulitrement importantes avec la péni- 
cilline. 

Si le milieu contient 1 pg de pénicilline par centimétre cube, les 
formes normales sont encore prédominantes, mais déja apparaissent 
de nombreux germes allongés a coloration uniforme, trés semblables 
4 ceux observés dans les quarante-huit premiéres heures de culture sur 
milieu sans antibiotique. Certaines de ces formes sont en voie de 
segmentation. 

Par ailleurs, il y a peu de germes en cours d’enkystement, méme 
dans les cultures Agées. 

Ces déformations vont en s’accentuant lorsque la concentration en 
pénicilline augmente: les cellules normales deviennent de plus en 
plus rares et les germes de plus en plus longs. 

Lorsque la concentration atteint 10 yg de pénicilline par centimétre 
cube, les germes d’aspect- normal ont pratiquement disparu. 

Nombreuses sont les cellules ovoides trés volumineuses, et surtout 
celles présentant un aspect filamenteux irrégulier, fusiforme, ressem- 
blant 4 un filament mycélien, mais jamais segmenté ; tous les aspects 
intermédiaires peuvent étre observés entre la macrocellule ovoide et les 
longs filaments enchevétrés. 

On note encore d’autres aspects en citron, en massues. Il n’y a 
évidemment aucune tendance a l’enkystement. Ces déformations ne 
sont pas irréversibles et les cellules sont encore douées de vitalité : la 
culture obtenue par repiquage sur milieu sans antibiotique contient 
certes de trés nombreuses formes anormales, mais les filaments ont 
disparu. Il faut trois ou quatre passages sur de tels milieux pour que 
les germes récupérent leur aspect habituel. 

Sur les boites ayant recu des doses létales de pénicilline apparaissent 
tardivement quelques rares colonies de mutants résistants. I] est 
intéressant de noter que les germes ont dans ce cas une morphologie 
absolument normale. 

Avec d’autres antibiotiques, nous avons obtenu des déformations 
analogues, mais toujours beaucoup moins importantes. Les formes 
géantes en citron ou en massues abondent, mais par contre les longs 
filaments sont plus rares ou absents, et ce méme lorsque le milieu 
contient une concentration sublétale de produit toxique. 

Enfin, méme avec la pénicilline, Azotobacter chroococcum est plus 
altéré dans sa morphologie qu’Azotobacter vinelandii. 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 645 


Nous avons signalé au début de ce travail qu’au cours des deux ou 
trois premiers jours de culture sur milieu habituel, les Azotobacter se 
présentaient sous l’aspect de gros bacilles 4 coloration uniforme, puis 
se segmentaient pour donner la forme adulte coccoide. Il est permis de 
supposer que les antibiotiques agissent en bloquant cette segmentation. 
Les cellules deviennent alors de plus en plus grandes et longues. 

Il serait extrémement intéressant de suivre dans ces conditions, par 
des méthodes de coloration appropriées, 1’évolution de 1’appareil 
nucléaire. 
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SUR L'UTILISATION DES ANTIBIOTIQUES 
POUR L’ISOLEMENT EN CULTURE PURE 
DES AZOTOBACTER A PARTIR DE LA TERRE 
par R. DEPOUX. 


Unstitut Pasteur. Service de Microbie technique. 
Laboratoire de Microbiologie du Sol.) 


L’étude de la sensibilité aux antibiotiques met en évidence la 
résistance de certains Azotobacter au chloramphénicol. Les souches que 
nous avons étudiées se sont développées sur des milieux contenant 30 pg 
de ce corps par centimétre cube. 

Les variations individuelles sont cependant trés importantes. C’est 
ainsi qu’un Azotobacter vinelandii a résisté & une concentration 
de 250 wg de chloramphénicol par centimétre cube. Nous avons pensé 
qu’il était possible d’isoler ces germes en utilisant cet antibiotique 
comme agent sélecteur. 

Le chloramphénicol ne permet pas de supprimer le développement 
des champignons présents dans la terre. C’est pourquoi les milieux de 
culture ont été additionnés de chinosol 4 la concentration de 0,15 g 
par litre. 

Le milieu de base suivant a été utilisé : 


Solution standard de Winogradsky ........... 200 em? 
AUD ATT CO lee MMM Acad ee Oh ce adie RAL ete sy ehiniy Sods 5 g 
GU PYRUV ALS COuSO MUON cu ckie cous aes emielGoiie (Ys ad) -s sae 4 
CATION) asl dete ane WS SUS Bien cake ine e tol tee ee eo meme 0,15 g 
iO Welenweeesorkcetinuc* vance ob pi idle base Roe eee 800 cm? 
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Au cours d’un premier essai, une série de fioles Fourneau de 500 cm* 
contenant 50 cm’ du milieu de base liquide, fut ensemencée avec 
0,5 g de terre. 


4 fioles recoivent en outre 10 pg de chloramphénicol par cm®’. 
4 fioles recoivent en outre 15 ug de chloramphénicol par cm*, 
4 fioles recoivent en outre 20 ug de chloramphénicol par cm®. 


Les fioles sont ensuite agitées a l’étuve 4 30°. Tous les jours dans 
chacune d’elles, I goutte de liquide est prélevée et étalée 4 la surface 
d’une plaque du milieu de base gélosé. 

Dix prélévements furent ainsi effectués sans aucun résultat positif : 
aucune colonie d’Azotobacter ne s’est développée sur ces plaques. 

On note, par contre, une abondante prolifération de petits bacilles 
Gram-négatifs, fins ou coccoides, A coloration bipolaire, donnant des 
colonies blanches, muqueuses, trés filantes, simulant celles d’Azoto- 
bacter. 

Peut-étre s’agit-il d’oligonitrophiles. 

Dans une fiole témoin ensemencée avec Azotobacter chroococcum, la 
culture pousse trés lentement et faiblement. 


Dans un deuziéme essai, le milieu de base est gélosé 4 20 p. 100 
et coulé en boite de Petri aprés addition de chloramphénicol. 

Plusieurs séries de boites ont été ainsi préparées avec des concen- 
trations variables d’antibiotiques : 


Premiére série : chloramphénicol - .-> . 2. 2. ss 0 pg/ems 
Deuxiéme série : chloramphénicol. ...™.. . - .. =: AO wg/ems 
Troisiéme série : chloramphénicol ....:..... 15 ywg/cem? 
Quatriéme série : chloramphénicol .......... 20 pg/em? 


Sur chaque plaque sont déposés, suivant la technique habituelle, 
50 grains de terre. 

Aprés quatre 4 cing jours d’incubation a l’étuve 4 30°, 25 4 30 grains 
positifs sont dénombrés sur les boites témoins. Sur le milieu addi- 
tionné d’antibiotique, la croissance des Azotobacter est beaucoup plus 
lente. Au bout de douze jours sont apparues une A cing colonies 
blanchatres, muqueuses, de consistance visqueuse et glaireuse. Plusieurs 
d’entre elles se sont révélées constituées par quelques Azotobacter et 
de trés nombreux petits coccobacilles Gram-négatifs. Repiqués sur 
milieu sans antibiotique, ces germes poussent’en deux A trois jours, 
donnant des colonies semblables 4 celles des Azotobacter, mais ne se 
pigmentant jamais, méme trés tardivement. 

Les autres colonies muqueuses contenaient presque exclusivement des 
Azotobacter et quelques rares coccobacilles. 

Un repiquage en stries paralléles sur un milieu sans antibiotique 
permet d’obtenir de nombreuses colonies d’Azotobacter purs. 

Quelques colonies cependant sont encore souillées par des cocco- 
bacilles. Un deuxiéme passage permet de s’en débarrasser. Nous avons 
ainsi poursuivi la purification de trois souches. 

Parallélement, nous avons essayé de repiquer en stries sur milieu 
additionné de chinosol et de chloramphénicol (15 wg/cm’) les colonies 
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d’Azotobacter développées sur milieu sans antibiotique. Sur 20 colonies, 
19 ont été perdues. 

Dans un seul cas nous avons obtenu des colonies mixtes avec grande 
prédominance d’Azotobacter. Il fallut trois autres passages pour 
purifier la souche. Sans doute la croissance des germes perdus était-elle 
inhibée par une concentration de 15 pg/cm® en chloramphénicol. 

Cette méthode peut donc permettre d’isoler des souches d’Azoto- 
bacter 4 partir de la terre, mais ne se préte en aucune facon A 1’étude 
de la richesse d’une terre en ces germes, puisqu’il y a certainement 
une sélection d’individus relativement résistants. 


INFECTION PYOGENE CONTAGIEUSE DE LA SOURIS 
DETERMINEE PAR BACILLUS ACTINOMYCETEM COMITANS 


par A. VALLEE et J.-A. GAILLARD. 


Unstitut Pasteur. Service de Microbiologie animale 
et Service de Microbie technique.) 


Au mois d’octobre 1949, le Service de Microbiologie animale de 
l’Institut Pasteur recoit d’un important élevage un lot de souris 
blanches. Plusieurs d’entre elles ont un abcés situé au niveau de la 
joue, au-dessous de l’ceil ou, plus en arriére, dans la région paro- 
tidienne. Exceptionnellement on le trouve dans la région sous-maxillaire. 
Le pus de ces abcés, qui envahissent les muscles sous-jacents, a la 
consistance du mastic. Il est dépourvu de « grains », légérement 
verdatre, inclus dans une coque épaisse. L’état général des souris ne 
semble pas affecté. Nous n’avons jamais observé de nécroses. 

Chéz soixante souris nous avons isolé du pus, le plus souvent a 
état pur, le méme bacille, dont nous donnons_ ci-dessous les 
caractéres : 


CARACTERES MORPHOLOGIQUES. — Microbe Gram-négatif, polymorphe. 
Nous trouvons, A cété de formes en coques de la taille de Brucella, 
des formes bacillaires et des éléments nettement filamenteux. Dans les 
étalements de pus et les calques d’organes, les éléments en coques 
prédominent, isolés ou, le plus souvent, agglomérés en amas denses, 
a contours arrondis, comme le montre la micro-photographie ci-contre. 
On n’observe pas de « massues ». 


CARACTERES CULTURAUX. — Bouillon. — Aprés vingt-quatre ou 
quarante-huit heures d’étuve on remarque la présence de multiples 
grains trés fins, particulitrement abondants contre la paroi du tube 
a laquelle ils adhérent. Le milieu, entre les grains, est clair, méme 
apres agitation du tube. 

Gélose. — Les colonies extrémement petites, bombées, sont brillantes, 
ressemblant A celles d’un streptocoque. Elles s’agrandissent et s’opa- 
cifient les jours suivants, mais leur diamétre n’excéde pas 1 mm. Elles 
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adhérent fortement au milieu et ne se dissocient pas si on les préléve 
avec l’extrémité du fil de platine. Elles laissent alors leur empreinte 
sur la gélose. 4 iy a8 ; 

Le bacille se conserve difficilement dans les milieux ordinaires e 
doit étre repiqué tous les quinze jours. 


PROPRIETES BIOCHIMIQUES. — Le microbe est peu saccharolytique. En 
effet il attaque, mais sans production de gaz, le glucose, le maltose, 
la mannite, l’arabinose. Il est sans action sur tous les autres glucides 
ainsi que sur la gélatine. Il ne modifie pas le lait tournesolé. 

Les caractéres de cette bactérie sont ceux de Bacillus actinomycelem 


Souris inoculée. 
Etalement de pus montrant des amas bacillaires caractéristiques. 


comitans, décrit pour la premiére fois par Klinger [4], puis par 
Colebrook [2] et différents auteurs [3], qui l’isolent de lésions d’actino- 
mycose humaine. Colebrook, en particulier, le trouve autour des 
granules d’A. israeli, dans 24 prélévements de pus, sur 30 examinés. 
Les propriétés biochimiques concordent exactement avec celles de 
6 souches de Bacillus actinomycetem comitans appartenant au service 
des Collections de 1’Institut Pasteur: 3 souches de Copenhague, 
3 souches isolées 4 1’Institut Pasteur (1). 
Ceci nous autorise 4 conclure a l’identité des deux germes. 


(1) Deux de ces souches ont été isolées par hémoculture chez des malades 
alteints d’endocardite, l'une par J.-A. Gaillard et l’autre par L. Second. 
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Pouvorr paTHockne. — L’inoculation sous-cutanée ou intra-muscu- 
faire d’une suspension riche en corps microbiens provoque chez la 
souris un abcés local, avec parfois une escarre séche de la peau au 
point d’injection. L’abcés musculaire, souvent volumineux, peut déter- 
miner une impotence fonctionnelle du membre. Inoculé par la voie 
péritonéale, le microbe engendre une péritonite purulente et des abcés 
4 localisations variables : foie, rate, cavité thoracique, face interne de 
la paroi abdominale et de la cavité pelvienne. Les souris meurent de 
huit a dix-huit jours aprés l’inoculation. Le bacille est isolé facilement 
du pus, du foie, de la rate et, plus rarement, du sang. 

L’aptitude pyogéne de Bacillus actinomycetem comitans a été égale- 
ment mise en évidence sur le cobaye. L’inoculation intra-musculaire 
détermine in sifu une collection purulente parfois considérable. 

Signalons enfin que 1l’inoculation 4 l’ceuf de poule en incubation 
provoque la mort de l’embryon en vingt-quatre heures. Le bacille est 
isolé du foie et du cerveau de ce dernier. 

Bacillus actinomycetem comitans a rarement été trouvé A 1]’état pur 
dans les produits pathologiques humains. On l’a rencontré par contre, 
trés souvent associé 4 Actinomyces israeli. Son réle dans cette association 
a été trés discuté. Holm, en 1950 [4] écrivait que ni l’Actinomyces, ni 
les autres microbes associés ne pouvaient provoquer, seuls, 1l’actino- 
mycose, résultat d’une synergie. En 1951, le méme auteur, traitant les 
malades 4 la pénicilline faisait disparaitre l’Actinomyces des lésions ; 
malgré cela le pus persistait et 1’on pouvait encore isoler Bacillus actino- 
mycetem comitans qui aurait donc un réle actif. 

Des constatations faites 4 l’occasion de cette maladie des souris nous 
croyons pouvoir conclure, de notre cété, que : 

1° Bacillus actinomycetem comitans est susceptible de déterminer 
a lui seul, chez la souris, dans les conditions naturelles, une infection 
se traduisant par la formation d’abcés et ayant un caractére contagieux. 

2° Expérimentalement, introduit dans la cavité abdominale, le bacille 
peut atteindre, par la voie sanguine, des organes éloignés du point 
d’inoculation, provoquant dans ces organes des abcés et, a plus ou 
moins bréve échéance, la mort de la souris. 
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DEVIATION DU COMPLEMENT ET EPREUVE ALLERGIQUE 
DANS LA FIEVRE Q 


par Jacques MAURIN. 


(Unstitut Pasteur de Tunis.) 


Outre l’agglutination des rickettsies, le diagnostic sérologique de la 
fiévre Q repose sur deux types de réactions : la déviation du complé- 
ment et ]’épreuve allergique cutanée. 

La réaction de déviation du complément a été appliquée a la 
fiévre Q par I. A. Bengtson [4], il y a plus de dix ans. Cet auteur 
utilise un antigéne A base de rickettsies cultivées suivant la méthode 
de Cox, dans le sac vitellin de l’ceuf de poule en incubation. Par ce 
procédé, on obtient des réactions positives sur des sérums prélevés de 
neuf A treize jours aprés le début de la maladie, ces résultats positifs 
persistant pendant au moins dix mois. 

L’épreuve allergique a été décrite presque simultanément en Italie 
par Mirri [4] et en France par Giroud et ses collaborateurs [3]. Elle 
utilise également des rickettsies cultivées dans le sac vitellin. 

Des moutons de Tunisie ayant présenté une épreuve allergique forte- 
ment positive [2], une réaction de déviation du complément a été 
faite quelques jours aprés : elle s’est montrée également fortement 
positive. Pour vérifier d’une part la spécificité de l’épreuve allergique, 
mais aussi et surtout pour voir si, 4 elle seule, cette épreuve n’était 
pas capable de modifier les résultats de la déviation du complément, 
nous avons exécuté les mémes réactions sur des animaux normaux. 


MATERIEL ET METHODES. — Animauz utilisés, — Quatre agneaux ; 
NUMERO AGE 
\ me eet ee ee Pe SNE ose PE aS ag lane d, peng S « 3 mois 
13.) CPS te ER NA Bitte lomceeg oO WTS dat 2 — 
BIN ‘ous, core eR ok lee erie Capietgint les cote ae ne nee 4 — 
IN ete ee eS oh Bie tes ec a rene ee 4 — 
Antigénes. — Deux types, tous deux & base de rickettsies cultivées 


dans le sac vitellin (1). 

le Antigéne des Laboratoires Lederle, fiévre Q, souche italienne 
(Henzerling). Titre : 1/16. 

2° Antigéne préparé par 4 Laboratoire de la Fiévre des Montagnes 
Rocheuses (Montana). Titre : 1/32. 

Pour les épreuves allergiques, nous avons utilisé soit les deux anti- 
génes sur un méme animal, soit l’un des deux seulement. 


(1) Ces antigénes nous ont été aimablement fournis par Mle G. Cordier, 


Directrice de l’Institut Arloing (Tunis), & qui nous adressons nos sincéres 
remerciements. 
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Mouton M. 
\ ey 


TUBES TEMOINS 

sans antigéne 

Dilutions de sérum Dilutions INTERPRETATION 

de sérum OBSERVATIONS 
des résultats 


TUBES DE REACTION 


1/8 |1/16}1/32]1/64/1/128} 1/4 | 1/8 | 1/16 


5 janv. 1952. 


0 ire épreuve 
allergique. 


22 janv. 1952. 
29 janv. 1952. 


moe 


apa 
SSarhiear 2° épreuve 


allergique. 
(Au moins ++). 
(Au moins ++). 
Geta stash: 
erated 
(Au moins +++). 
(Au moins ++). 
(Au moins +). 
(Au moins +). 
++4++ 
(Au moins +). 
Stectectaate 
Stet 


<a 


5 fév. 1952. . 
412 fév. 1952. . 
49 fév. 1952. . 
96 fév. 1952. . 
4 mars 4952. 
44 mars 1952. 
48 mars 1952. 
8 avril 1952 . 
6 mai 1952. . 
42 juim 1952 . 
7 juil. 1952 . 
16 oct. 1952. . 


SS SS on or 

SS oe SS oe ee 
COE SS Se 

Arw me Rohe Ee 
coconmstcooo se 
——M—— J — 
HER Eee REDE RO we 
SD Fw ROR eo jw 
SCAWCOWWNFROCOONN HOC fF 


Mouton BM. 


TUBES DE REACTION TUBES TEMOINS 
sans antigéne 
Dilutions de sérum Dilutions INTERPRETATION 
DATES de 'sérum OBSERVATIONS 


des résultats 


1/4 | 1/8 |1/16}1/32) 1/64}1/128] 1/4 | 1/8 | 1/16 


eo jany. 1952.) .1-4 127 |. 0 0; 0 4 ay 0 0 jve épreuve 
allergique. 
P2anVelOoon | oe Wee We Sho a OojesO led, 0 1 6 Sf este 
eofanvieton2 . |) satan! 4} 4 a 0 3 2 4 a ete 2° épreuve 
allergique. 
5 fév. 1952 . 4 | 4 Boh T3120; 0 3 a 4 |(Au moins +++). 
DeetOVe 1902.0 | tal ede & teet a 1 E 3 2 4 |(Au-moins +++). 
o19 [é6vy. 1952. .| 4) 4) 4] 2h 0 0 4 fi 0 ++++ 
26 fév 1952. .| 4| 4) 4] 31 T 0 3 2 T cheatsheets 
mee’ mars 1952. .| 41 4) 4/4] 4 0 8 4 T 5 ramon 
Pe Mrar Ss 1952 eT ee ae Tt To 4 3 0 Seeaeas 
48 mars 41952 .| 4] 4] 41] 4]T {| 0 3 4 0 ettasteate 
8 avril 1952. .| 4] 4] 4] 4] 0 0 4 2 0 Seciaeieaa 
6mai i952...) 4! 4] 4/4] 0} 0 4 4 0 Satan heate 
Peja | A |e ST lO 0 4 3 Ay Sot 
eVies 902 oot BA Pa OOO 0 il 4 0 Seqeae Sse 
Mo-Ocheaiose. . | 4 f A | LT tionnOnie 0 0 0 0 Fam 
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Mouton BTN. 


TUBES DE REACTION aay ami 
a ‘ ilutions PRETA N 
DATES Dilahions ae a ahca INTERPRETATION | OBSERVATIONS 
des résultats 
1/4 | 1/8 |1/16]1/32]1/64]1/128] 1/4 | 1/8 | 1/16 
99 jany. 1952 ....| £1] BLE TOL} O44 24 2477 0 Epreuve 
allergique. 
5 fév. 4952... .| 4 3 Delo 0 0 3 2 1 a 
AD 460. 1952 crt oe 4 3 4 0 0 4 3 Z ~ 
49 fév. 1952. . 4 2 4 0 0 0 4 T 0 + 
26f6ed 952 Fs Sp 3 3 4 0 0 0 3 4 al — 
4 mars 1952 . .| 3 { 0 0 0 0 3 4 0 0 
44 mars 1952. .| 4 4 2 0 0 0 4 3 4 + 
48 mars 1952. .| 4 3 1 0 0 0 3 2 0 a 
8 avril 1952 . .| 4 4 4 4 0 0 4 3 0 +444 
6 mai 1952...) 4 4 4 0 0 0 a 0 0 qe 
42: 70n 1952.6 phe Sey a ee A Oat 0 4 4 3 | (Au moins +). 
1 jail. 498%... 4 Shot ds 41 Ob Oe Ps ha pop ea 3 eve 
46:O0G, 1952") hee 2 1 0 0 0 si, 0 0 + 
Mouton N. 
TUBES DE REACTION TUBES TEMOINS 
sans antigéne 
Dilutions de sérum Dilutions INTERPRETATION 
DATES de sérum OBSERVATIONS 
des résultats 
1/4 | 1/8 |1/16| 1/32|1/64]1/128] 1/4 | 1/8 | 1/16 
29 jJanve49525. eee pVS ened of) Tot Oo 4 2 4 0 Epreuve 
allergique. 
5 LGV. ADS Po fk | Ee 3 eRe 3 2 4 ++ 
IPA CS ne a-Si 0) ie! 5 RF Lg 2 ie | 0 4 3 2 + 
49 Tév. 4952 2. w]e 3 zoe fe 0 0 3 4 st H + 
26 f6V 4952 5. 4 Ed Od b 0 0 0 3 4 0 pn 
mg) ik oye: Ais Sey eg fae Qs em are De Wat 0 3 2 4 oe 
44 mars 1952 Bole Be Sa 0 4 4 3 + 
48 mars 1952 . .| 4 4 3 4 0 0 4 3 4 ae 
Savril 1852... .| 4) 4} 4/0] 0] 0] 4] 4] 0 +4+4++4+ 
6.mal-1952 "5 5 Se ee age es Oo EO 2 0 0 +444 
42 juin 1952). Sb 4 Lowi gal ae ont Oe ee Sahar arene ges 
T jul 49520l2y.| Ser SERCO Pe OS ee 4b 
16. oct. 4952 os) hol 3 | Po ee Ae be Te op +++ 


Les réactions de déviation du complément ont d’abord été faites 
parallélement avec chacun des deux antigénes, puis, lorsqu’il a été 
constaté que les résultats étaient identiques, avec l’un des deux 
seulement suivant les disponibilités du moment. 

Les sérums suspects ont été inactivés A 56° pendant trente minutes. 


SOCIETE FRANGAISE DE MICROBIOLOGIE 653 


La technique employée est celle de Kolmer, avec fixation de 
dix-huit heures 4 la glaciére, et utilisation de six dilutions de sérum 
suspect, de 1/4 a 1/128. En raison du caractére anticomplémentaire 
de ces sérums, on utilise trois témoins-sérum, aux dilutions respec- 
tives de 1/4, 1/8 et 1/16. 

Expérimentation. — A. Les moutons M et BM ont recu : 

1° Dans le tissu cellulaire sous-cutané de la paupiére inférieure 
a droite, 0,2 ml d’antigéne Lederle pur ; & gauche, 0,2 ml d’antigéne 
Montana pur. 

2° Vingt-quatre jours aprés, dans le derme du pli caudal : 0,2 ml 
d’antigéne Montana pur. 

Les moutons BTN et N ont recu seulement, dans le derme du pli 
caudal : 0,2 ml d’antigéne Montana pur. 

Toutes ces épreuves allergiques sont restées entiérement négatives. 

B. Les tableaux ci-joints donnent le détail des résultats des réactions 
de déviation du complément effectuées sur chaque animal. La signifi- 
cation des chiffres est la suivante : 

: Absence compléte d’hémolyse. 

: 25 p. 100 d’hémolyse. 

: 50 p. 100 d’hémolyse. 

: 75 p. 100 d’hémolyse, 

: Hémolyse presque totale (traces). 
: Hémolyse totale. 

L’interprétation des résultats (avant-derniére colonne) est basée sur 
le résultat de la dilution au 1/16, compte tenu du pouvoir anticomplé- 
mentaire du sérum. 


Deeb wR 


ConciLusion. — I] résulte de ce qui précéde que Il’inoculation d’anti- 
gene en vue d’une épreuve allergique est capable de faire apparaitre 
chez les moutons des anticorps déviant le complément, anticorps qui 
persistent- pendant plusieurs mois. Les délais d’apparition et la durée 
de la réaction positive sont du méme ordre que ce qu’on a décrit chez 
les malades atteints de fiévre Q. En conséquence, les réactions de 
déviation du complément faites aprés une épreuve allergique sont sans 
valeur. En particulier, on devra éviter d’utiliser cette épreuve chaque 
fois que l’on voudra suivre, chez un individu donné, 1’évolution 
spontanée de la courbe des anticorps déviant le complément. 


Résumé. — L’épreuve allergique cutanée de la fiévre Q, chez des 
moutons normaux, rend positive la réaction de déviation du complément 
correspondante. Pratiquement, il faut éviter de faire la seconde de ces 
deux réactions aprés la premiére. : 
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UNE NOUVELLE ENTEROBACTERIACEE 
ISOLEE DE SYNDROME DYSENTERIQUE 


par M=** D. PIECHAUD et S. RUBINSTEN. 


(Service de Microbie générale de l'Institut Pasteur et C. N. R. S.) 


Isolées au cours de syndromes dysentériques avec ténesme, épreintes, 
émissions multiples de glaires formées de mucus et de sang, 8 souches 
ayant les mémes caractéres nous ont été envoyées de ]’Institut Pasteur 
d’Hanoi. 

Il s’agit de bacilles immobiles 4 l’examen direct ou en milieu de 
mobilité 4 37° et A 22°, de petite taille en milieu liquide, plus gros 
en milieu solide ; ils ne gardent pas la coloration de Gram. Leurs 
colonies sur gélose ordinaire sont transparentes, rondes et réguliéres, 
de taille moyenne. En milieu liquide, ils produisent un trouble homo- 
géne avec des ondes moirées et donnent un voile. Ils fermentent sans 
produire de gaz : glucose, maltose, arabinose, en vingt-quatre heures ; 
le rhamnose en trois jours. Sept souches utilisent la sorbite, une ne 
la modifie pas. Ils n’attaquent pas en un mois les hydrates de carbone 
suivants : lactose, adonite, mannite, xylose, saccharose et dulcite. Tous 
ces germes produisent de l’indole en vingt-quatre heures, ils ne 
poussent pas sur milieu au citrate (Simmons) 4 37° ou & 22°. Ils sont 
M.R.+, V. P.—. Lés milieux au rouge neutre, au sous-acétate de- 
plomb et le lait ne sont pas modifiés. En gélatine et sur sérum 
coagulé, la culture est banale, sans liquéfaction du milieu. Aucun 
de ces caractéres ne sépare nos 8 souches des bacilles dysenté- 
riques mannite-négatifs (Sh. dysenteriae [4]) indole+, dont font partie 
Sh. ambigua (Sh. dysenteriae II) et la souche Q902 de Large [2] 
(Sh. dysenteriae VII) ; notre germe est aussi trés proche du 1881 de 
Wheeler et Stuart [3] ou du P25 de Mac Lennan [4]. (La souche de 
la NTCC de Londres que nous avons étudiée est une souche de l’auteur 
ou une souche identifiée avec ses sérums [5].) 

Ces différents germes sont assez voisins les uns des autres au point 
de vue biochimique pour que l'étude sérologique soit indispensable 
a leur classement. Nos germes forment un groupe antigénique homo- 
géne. Le sérum anti-H 62, préparé avec l’une de nos souches, agglutine 
sa souche homologue et les 7 autres au méme taux, 1/6400. Les 
8 souches saturent les agglutinines du sérum. Elles possédent seulement 
un antigéne O : le taux des agglutinines est le méme que la souche 
soit vivanté, formolée ou bouillie une heure 4 100°. 

Des agglutinations sur lame (sérum dilué au 1/15) avec les différents 
bacilles dysentériques sont négatives avec presque toutes les souches 
a l’exception du bacille de Shiga et des bacilles de Flexner I, II, III. 
Par la technique des dilutions en tube, on ne constate a’ aggluti- 
nation qu’au 1/50 et pour le seul bacille de Flexner I. La souche P 25 
en présence du sérum H 62 agglutine encore & 1/1600 tandis qu’un 
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sérum P 25 donne des agglutinats avec nos germes 4 un taux variant 
de 1/50 4 1/400 selon la souche. Par saturation croisée, le sérum H 62 
saturé par la souche P25 agglutinine encore sa souche homologue 
i 1/3 200 (le taux est 1/6 400). Le sérum P 25 saturé par H 62 ou une 
autre de nos souches ne voit pas baisser son titre. L’antigene commun 
aux deux groupes n’est donc qu’un antigéne mineur. 

Par la méme technique d’agglutination sur lame, nous avons étudié 
les rapports antigéniques avec d’autres entérobactériacées, en parti- 
culier Esch. coli, en utilisant les sérums des 26 premiers groupes O, 
les sérums 055, 0105 et O111; sur lame le sérum O 26 agglutine 
nos souches en flocons fins, mais immédiatement. En tube, cependant, 
il n’existe aucune agglutination croisée (émulsion vivante, formolée 
ou bouillie) entre le sérum O 26 et la souche H 62, ou entre 
le sérum H 62 et la souche de coli 26. 

Les germes semblent peu pathogénes pour les animaux de labo- 
ratoire. Une culture en bouillon de dix-huit heures, 4 37°, est injectée 
a un Japin (1 cm’) et A une souris (1/2 cm*) par voie intraveineuse, 
sans produire de troubles. Sa toxicité semble liée 4 l’endotoxine ; des 
souris recoivent par voie intraveineuse une culture conservée onze jours 
a Vétuve, aux taux suivants : 1/2, 1/5, 1/10, 1/20 de centimétre cube 
de la méme culture chauffée 4 100° pendant une heure. Seules meurent 
les 3 souris des lots ayant recu 1/2 cm, qu’il s’agisse de la culture 
vivante ou chauffée. La haute dose nécessaire et la résistance du pouvoir 
toxique a la chaleur semblent éliminer la présence d’une toxine diffé- 
rente de l’antigéne O. 

En injectant 0,2 cm* par voie intradermique au cobaye, nous n’avons 
constaté aucune nécrose, qu’il s’agisse de culture jeune ou de culture 
de onze jours ; il n’existait qu’un peu d’ced@me sans rougeur de la 
peau ni nécrose. Le témoin, bouillon simple, était entiérement négatif. 
Chez le lapin, utilisant la technique de Kauffmann [6] pour les coli 
pathogénes, nous n’avons obtenu que des résultats négatifs. 

Nos 8 souches ont les caractéres biochimiques du groupe Sh. dysen- 
teriae et forment un groupe sérologique homogéne sans rapport avec 
d’autres entérobactériacées. Elles ont été isolées au cours de syndromes 

'dysentériques classiques et nous pensons qu’on pourrait les considérer 
comme une nouvelle espéce de Sh. dysenteriae, si des germes identiques 
sont retrouvés dans d’autres cas de dysenterie. 
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PREPARATION ENZYMATIQUE DES ANTITOXINES 


par M.-B. JACOBS. 


(Bureau of Laboratories, Department of Heallh, Cily of New York.) 


Il est bien connu que certains sujets présentent des réactions aller- 
giques quand on leur injecte des antitoxines concentrées provenant 
de plasma de cheval. Pour éliminer complétement ces accidents ou 
réduire leur gravité, il est devenu d’usage courant de traiter les 
globulines antitoxiques auxquelles sont associés les anticorps par des 
enzymes, car on a pu montrer qu’une fraction substantielle de Vacti- 
vité antitoxique reste inaltérée aprés ce traitement. La littérature sur 
ce sujet a fait l’objet de diverses revues, en particulier par Harms [5] 
et Glaubiger [4]. Les principaux enzymes qui ont été utilisés sont la 
pepsine, la trypsine, la papaine. 

Les méthodes les plus employées présentement sont celles de 
Pope [7], Parfentjef [6], Harms [5] et Gerlough [2]. La variante 
de ces méthodes enzymatiques, utilisée par le Department of Health of 
the City of New-York, comporte l’emploi de la pepsine. 

Toutes les méthodes, et la technique plus ancienne de double préci- 
pitation par le sulfate d’ammoniaque, dont la premiére description 
remonte A 1890 et qui fut ensuite modifiée par Banzhaf [4]), et 
d’autres auteurs, sont longues : elles réclament cing 4 dix jours et 
méme plus, avant qu’une premiétre puis une deuxiéme dialyse soient 
effectuées. 

Dans la méthode décrite ci-dessous, qui est une modification de la 
méthode suggérée par Freund, deux jours 4 deux jours et demi 
seulement sont nécessaires avant la dialyse. Il n’y a pas de différence 
appréciable dans les résultats et on obtient des concentrations de 
deux et demi 4 quatre fois avec un rendement de 50 a 60 p. 100. 


METHODE EXPERIMENTALE. — Des volumes égaux de plasma de cheval 
contenant des antitoxines antitétaniques ont été traités par la méthode 
originale, par la méthode modifiée, et par des variations de cette 
derniére ou un stade au moins était changé. L’activité et le rendement 
ont été déterminés 4 la fin de chaque procédé. Parallélement, on 
employa la double précipitation par le sulfate d’ammonium. Les expé- 
riences furent effectuées 4 Otisville, N. Y. Antitoxin Laboratory of the 
Department of Health, City of New York, en 1948, 1949, 1950, dans 
des récipients en verre de 45 1, que l’on immergeait dans des bacs 
contenant de l’eau et pouvant étre soit chauffés 4 58°-60° C, soit 
refroidis 4 la température de l’eau courante. 


TrecuniguE. — L’échantillon est d’abord dilué avec 2+1/3 de son volume 
d’eau, Lorsqu’on opére sur les globulines antitoxiques au lieu du plasma 
de cheval, il est préférable d’ajouter du NaCl q. s. p. 0,85 a 1,0 p. 100. 
Aprés dissolution du sel, on ajoute du phénol de facon A obtenir une 
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concentration finale de 0,4 p. 100. Le pH est ajusté & 3,1-3,2 par addition 
dacide citrique 4 50 p. 100. La masse est agitée énergiquement. On ajoute 
alors la pepsine (1/10 000) : 1 g par 100 ml de plasma. On agite a nouveau. 
On laisse ‘agir la pepsine pendant une heure, avec agitation mécanique lente 
ou agitation intermittente. 

Le pH est alors ramené 4 4,2 par addition de NaOH & 30 p. 100. On 
ajoute du sulfate d’ammonium solide de facon 4 obtenir une concentration 
finale de 14 p. 100 (poids pour volume). On mélange pour bien dissoudre 
le sel et on chauffe A 58°C. On maintient cette température pendant 
trois quarts d’heure. Le mélange est refroidi rapidement Aa 30° en rem- 
placant l’eau chaude dans les bacs par de l’eau courante froide et le 
produit est filtré immédiatement sur deux feuilles de papier filtre de 50 cm, 
placé sur un large entonnoir (papier Reeve Angle n° 271A ou 871). 
Le filtrat, recueilli par fractions en bouteilles de 9 1, est rassemblé dans 
un récipient unique. 

Le pH est réajusté A 7,0 avec de la soude Aa 10 p. 100, et on ajoute 
16 a 20 p. 100 (poids pour volume) de SO,Am, supplémentaire, de facon 
& amener la concentration finale 4 30-34 p. 100. A cette concentration, les 
antitoxines précipitent. On filtre sur papier Whatman, n° 50 de 50 cm 
(papier filtre blanc dur). Le précipité est détaché des filtres, placé 
entre des gazes, et pressé A la presse hydraulique. Le matériel presque 
sec ainsi obtenu est placé dans des sacs de cellophane et dialysé pendant 
soixante-douze heures. On ajoute du phénol, du merthiolate ou de l’éther 
comme antiseptique. On recherche les pyrogénes dans le produit. Si leur 
présence est reconnue, l’échantillon est traité pour les éliminer. On ajuste 
ensuile la concentration de NaCl (1 p. 100) et le pH (7,0). 


Résuttats. — On peut les présenter en donnant les détails relatifs 
dX une opération : 12 1 de plasma sont placés dans un récipient de 
45 1. On ajoute 281 d’eau, puis 238 g de NaCl, et aprés mélange, 
176 ml de phénol a 90 p. 100. Le pH est abaissé 4 3,2 par addition 
de 1500 ml d’acide citrique 4 50 p. 100. Aprés agitation, on ajoute 
120 g de pepsine (au 1/10000). On agite de temps en temps pendant 
la période de digestion (une heure). 

Le pH est ramené a 4,2 par addition de 700 ml de NaOH 4 30 p. 100. 
On ajoute ensuite 5600 g de SO,Am,. On mélange. On chauffe a 58° ; 
aprés maintien a cette température pendant trois quarts d’heure, on 
refroidit rapidement 4 30°C. On filtre sur papier. On obtient 38 | 
de filtrat. 

Le pH est ajusté 4 7,0 par addition de 650 ml de NaOH 4 30 p. 100, 
et on verse 8 200 g de SO,Am, de facon 4 obtenir une concentration 
finale de 34 p. 100. Le précipité formé est recueilli par filtration sur 
papier et passé A la presse hydraulique. On obtient 420 g de produit 
que l’on place dans un sac de cellophane. Aprés addition de 4 ml 
de chloroforme, on dialyse pendant soixante-douze heures. La solution 
obtenue a un volume de 1500 ml. 

On ajoute 8 ml de phénol A 90 p. 100, 10,5 ml d’éther éthylique, 
0,75 ml de merthiolate & 5 p. 100 (concentration finale, 1/20 000). 

Le produit obtenu contient 3 630 unités de floculation par millilitre. 
Le sérum de départ titrait 740 U. F./ml. On a réalisé une concen- 
tration de 4,9 fois. Le rendement final était de 61 p. 100. 

Dans d’autres essais, on a obtenu des concentrations de 4 a 6 fois 
avec des produits de départ titrant de 580 4 800 U.F./ml. La plus 
faible concentration finale obtenue a été de 2678 U.F./ml. Avec 
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certaines variantes du procédé précédent, le rendement a_ baissé 
a 34 p. 100. 


Discussron. — La comparaison de cette méthode avec celle de 
Glaubiger montre que la modification décrite ci-dessus présente des 
avantages nets : les opérations sont plus faciles, moins laborieuses et 
plus courtes. 

Dans la méthode originale, on emploie de l’acide citrique solide 
pour ajuster le pH. Le dernier est ajusté 4 0,01 unités prés. Aprés ajus- 
tement A 4,2 et avant l’addition de SO,Am, pour la précipitation du 
matériel protéique & éliminer, une période d’attente d’une heure est 
indiquée. Le mélange est laissé au repos quarante-huit heures pour 
sédimentation, avant filtration, des protéines & éliminer et des préci- 
pités enzymatiques. On emploie du « Filter-Cel » comme adjuvant de 
filtration. Aucun de ces détails opératoires n’est nécessaire, certains 
sont désavantageux. Ainsi l’addition d’acide citrique en _ solution 
i 50 p. 100 est plus rapide et plus aisée que l’addition sous forme 
solide. 

L’ajustement précis du pH n’est probablement pas indispensable. Il 
faut simplement abaisser le pH au-dessous de la valeur requise pour 
dissoudre le précipité qui se forme vers pH = 4,0. Un pH compris entre 
3,0 et 3,5 est convenable. Dans le stade suivant, le pH doit étre ramené 
a 4,0-4,2 pour précipiter les globulines indésirables et l’enzyme, sous 
l’action conjuguée de la chaleur et de 14 p. 100 de SO,Am,. Pour la 
précipitation finale des antitoxines 4 30-34 p. 100 de SO,Am,, le pH 
doit étre amené a 6,8-7,0. Les ajustements doivent ¢tre faits dans les 
limites indiquées; il n’est pas nécessaire qu’ils soient effectués 
i 0,1 unité pH. 

Il n’y a aucun avantage a attendre une heure avant d’ajouter 
le SO,Am, apres ajustement du pH & 4,2. De méme, l’attente de 
quarante-huit heures aprés le chauffage et avant la filtration est 
inutile. 

Le « Filter-Cel » n’est pas nécessaire pour la premiére filtration. 
Au contraire, son emploi est désavantageux, rendant la filtration 
longue et difficile. La filtration sur deux feuilles de papier « rapide » 
est suffisante. 

Le rendement en antitoxine est trés étroitement dépendant de la 
quantité de pepsine employée, de l’activité et de la durée d’action de 
l’enzyme. Pour chaque lot de pepsine, il faut effectuer les essais 
préalables de l’activité et réduire éventuellement la quantité d’enzyme 
et la durée de la période de digestion. 

La technique décrite ci-dessus permet de réduire le temps de mani- 
pulation avant la dialyse 4 deux jours et demi, sans changement dans 
le rendement ni dans l’activité du produit final. Elle diminue aussi 
le prix de revient des antitoxines purifiées par digestion. 


Résumé. — Une modification du procédé de production des anti- 
toxines par traitement enzymatique est rapportée en détail. La pepsine 
est employée pour dénaturer le plasma de cheval et les globulines 
antitoxiques, si bien que l’antitoxine ne provoque plus qu’un minimum 
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de réactions allergiques chez les sujets sensibles. Grace au procédé 
modifié qui est décrit, le temps et le travail nécessaires sont réduits, 
sans diminution du rendement normal. 
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ACTION DE LA BIOTINE SUR LA CROISSANCE 
DE SPOROTRICHUM SCHENCKI 


par F. MARIAT et E. DROUHET. 


Unstitut Pasteur. Service de Mycologie et de Physiologie végétale.) 


La biotine est facteur de croissance pour divers champignons patho- 
genes pour l’homme ou l’animal [4, 2]. Son réle est trés important 
lorsqu’il s’agit d’obtenir in vitro, sur milieu chimiquement défini, la 
phase parasitaire de certains champignons dimorphiques [3]. Jusqu’a 
ce jour, aucune action particuliére de la biotine n’a été mentionnée 
dans les diverses études sur les besoins vitaminiques de Sporotrichum 
schencki [4]. Nous avons montré [5] que la pyrimidine de la thiamine 
est le seul facteur de croissance pour ce champignon. Au cours d’expé- 
riences sur l’obtention de la phase levure de S. schencki [6], nous 
avons remarqué que la biotine est non seulement favorable 4 la trans- 
formation mycélium —> levure, mais encore qu’elle se comporte 
comme facteur stimulant de la croissance. 

Matériel et méthodes. — Afin d’expérimenter systématiquement 
l’action de la biotine, S. schencki est ensemencé a la fois sur des 
milieux liquides et gélosés. Chaque milieu renferme une gamme de 
concentrations des facteurs étudiés : méthyl-2 amino-4 aminométhyl-5 
pyrimidine et d-biotine. La formule du milieu liquide destiné a la 
culture de la phase levure est la suivante : hydrolysat de caséine exempt 
de vitamine : 10,0 g ; PO,H,K : 0,55 g ; PO,HNa,12H,O : 1,66 g ; SO, Mg, 
7H,O : 0,50 g ; CIK : 2,50 g ; glucose traité par le charbon activé: 5 g ; 
solution d’oligo-éléments : X gouttes; eau bidistillée : 1000 cm® 
(pH : 7,1). Ce milieu est réparti en fioles de Kjeldahl de 50 cm* 
a raison de 10 cm® par fiole. Les fioles sont ensemencées avec environ 
10° germes (phase levure) et agitées & 37°. Un milieu liquide pour 
la culture de la phase mycélienne est ainsi constitué : asparagine: 1 g ; 
PO GK: : 0,55 g; PO,HNa, : 1,66 g; SO,Mg : :0,50 g; glucose 
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purifié : 10 g; solution d’oligo-éléments : X gouttes ; eau bidistillée : 
1000 cm (pH : 7,1). Le milieu est réparti en fioles de Legroux qui, 
ensemencées avec 10® conidies, sont incubées & 25°. Pour obtenir le 
milieu solide, on ajoute 15 g de gélose lavée a la derniére formule. 
Ce milieu est également réparti en fioles de Legroux, ensemencé et 
incubé a 25°. 

Au cours d’expériences préliminaires, il s’est avéré que les faibles 
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Fie. 14. — Diagramme de la croissance exprimée en poids sec de la phase levure 
de S. schencki aprés quiaze jours de culture, en fonction de la concentration 
en biotine et en pyrimidine (poids moyen de quatre cultures). 


concentrations habituellement utilisées pour la biotine restaient sans 
action sur la: croissance de S. schencki. Seules des concentrations supé- 
rieures A 1.10—° semblaient efficaces. Les concentrations suivantes de 
biotine sont, en conséquence, réalisées : 0; 1; 10 et 100 ug par litre 
de milieu. A Vintérieur de chacune des séries ainsi obtenues, on fait 
varier: la concentration en pyrimidine (0,1 ; 1 ; 10 et 100 ug par litre). 

La croissance est évaluée soit par néphélémétrie (culture de la phase 
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levure), soit par pesée A température constante (culture de la phase 
levure et de la phase mycélienne). 

Résultats, — L’action de la biotine comme facteur complémentaire 
de croissance pour S. schencki est particulitrement nette dans les 
cultures en milieu liquide agité. Les résultats obtenus dans ces 
conditions sont représentés par la figure 1. On y voit exprimée en 
poids sec (poids moyen de 4 cultures), la croissance du champignon 
en fonction, d’une part, de la concentration en pyrimidine, d’autre 
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Fre. 2. — Courbes de la croissance exprimée en unités néphélémétriques 
de la phase levure de S. schencki en fonction du temps, 


part, de la concentration en biotine. Lorsque la quantité de pyrimidine 
est insuffisante, il n’y a pas de croissance, et ceci quelle que soit la 
concentration du milieu en biotine. Il est donc confirmé une fois 
de plus que la pyrimidine seule est facteur de croissance pour 
S. schencki. Dés que la concentration en pyrimidine permet 4a la 
croissance de se manifester, celle-ci se trouve améliorée par la biotine 
aux concentrations de 10 et 100 yg par litre. A cette dernitre concen- 
tration, l’action favorisante est particuliérement nette. Aux concen- 
trations optimum de pyrimidine (1.10—® et 1.10—‘), l’action favorisante 
de la biotine n’est mise en évidence que pour la concentration: 
maximum (100 ug par litre). A la concentration suboptimale de pyri- 
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midine (1 wg par litre), au contraire, l’action favorisante de la biotine 
est déja perceptible 4 1.10—8 (10 wg par litre). 

Si l’on considére les courbes de croissance du champignon en fonc- 
tion du temps (fig. 2), en présence et en l’absence de biotine, on note 
que cette vitamine diminue la phase de latence de la culture sur 
laquelle elle agit et qu’elle en augmente la croissance. On remarque 
aussi la chute de la courbe résultant d’une autolyse de la culture. 

Morphologiquement, la présence de biotine dans les milieux liquides 
agités facilite le développement de la phase levure du champignon. 

En culture stable, les résultats obtenus sont comparables 4 ceux que 
l’on vient de rapporter. Quelle que soit la quantité de biotine, la seule 
phase mycélienne est obtenue. 

Sur milieu solide, la biotine ne favorise la croissance qu’d la plus 
forte concentration utilisée (100 ug par litre). 

Résumé et conclusion. — La biotine favorise la croissance de Sporo- 
irichum schencki lorsqu’elle est ajoutée aux fortes concentrations 
de 1.10—8 et surtout de 1.10—7 & un milieu renfermant de la _ pyri- 
midine. A défaut de ce dernier facteur, il n’y a aucune croissance et 
ce, quelle que soit la concentration en biotine. Cette vitamine se 
comporte donc comme un facteur stimulant alors que la pyrimidine 
est le facteur essentiel de croissance. En plus de l’action sur la crois- 
sance, la biotine favorise, sans toutefois la conditionner totalement, 
la formation de la phase levure du champignon étudié [6]. 
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ETUDE DE L’ISOHEMAGGLUTININE ANTI-T 
AU COURS DES MALADIES DU SANG 
ET DES ORGANES HEMATOPOIETIQUES. 
ETUDE CHEZ 230 MALADES 


par A. EYQUEM et N. FAUCON. 


(Institut Pasteur.) 


La recherche de |’iso-hémagglutinine anti-T est basée sur le phéno- 
mene de Thomsen-Friedenreich, constitué par l’agglutination, en pré- 
sence de sérum humain normal, de globules rouges traités par un 
enzyme sécrété en grande abondance par V. cholerae et d’autres 
bactéries. Cette agglutinine n’existe pas dans le sérum des nouveau-nés, 
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elle apparait vers l’Age de 6 mois 4 peu prés en méme temps que les 
iso-agglutinines normales. Elle atteint un titre moyen de 1/100 chez 
la plupart des adultes. Elle présente un titre particulitrement élevé 
chez les malades atteints de certaines formes de pneumonie atypique 
a virus inconnu et elle est souvent associée & un taux élevé d’isa- 
agglutinine 4 froid, mais en est sérologiquement distincte. 

Etant donné l’importance des processus immunologiques liés A l’appa- 
rition d’auto-anticorps chez les malades atteints de certaines anémies 
hémolytiques ou certaines leucémies, il était a priori intéressant 
d’examiner la répartition des taux de cette agglutinine chez un certain 
nombre de malades atteints de ces affections. 

Nous avons donc examiné les sérums provenant de 230 malades hospi- 
talisés dans les services des professeurs Chevallier, Bousser et Mallarmé. 

Nous avons comparé l’apparition de taux élevé de cette agglutinine 
avec la présence de réaction directe de Coombs positive et d’agglutinine 
décelable par la réaction indirecte de Coombs ou & l’aide de globules 
traités par un enzyme protéolytique. 

Nous avons constaté que les résultats obtenus permettent de penser 
que la spécificité sérologique de l’agglutinine décelée 4 20° est peut-étre 
différente de celle qui est mise en évidence a 4°. En général, le titre 
est inférieur 4 20° de deux dilutions. 

Nous avons pu classer les résultats obtenus en trois grandes 

_catégories : 

1° Chez les malades atteints de leucémie myéloide, on observe un 
titre égal ou supérieur, a 4°, 4 1/800 chez 50 p. 100 d’entre eux. C’est 
ce que nous avons constaté dans 13 cas de leucémie myéloide, ainsi 
que dans 31 cas de mononucléose infectieuse et 8 cas de maladie de 
Biermer. 

2° Chez les malades atteints de leucémie lymphoide (15) et ceux 
atteints de leucémie aigué (16 cas), on constate des taux en général 
assez bas,-méme inférieurs au titre des sujets normaux. 

3° Chez les malades atteints de maladie de Hodgkin (15 cas), néoplasies 
(21 cas), anémies hémolytiques (15 cas), on constate 20 p. 100 de taux 
supérieur au 1/800. 

Au cours des leucoses lymphoides, nous n’avons jamais rencontré 
d’agglutinine de titre égal ou supérieur 4 1/400 a 4°. 

Les globules rouges de malades atteints de maladie de Marchiafava- 
Micheli, contrairement 4a ce que l’on pouvait espérer, ne permettent 
pas de déceler, aprés traitement enzymatique, des agglutinines anti-T 
a des titres plus élevés que ceux obtenus avec des globules rouges 
normaux. Le titre est méme, généralement, inférieur a celui obtenu 
avec des globules rouges normaux. Il est paradoxalement plus élevé 
a 20° qu’a 4°... 


Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans les 
Annales de l’Institut Pasteur : 


Recherches sur le pouvoir pathogéne des espéces anaérobies 
strictes du genre « Corynebacterium », par A.-R. Prévor et 


R. TARDIEUX. 
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Etude comparative de six souches de bactéries anaérobies non 
sporulées, par H. BEERENs. 


Valeur du test de l’uréase pour la différenciation de « Cl. sor- 
dellii » et « Cl. bifermentans », par H. Taraxi et M. Huer. 


Recherches sur les agglutinines T. Technique et résultats, 
d’aprés une étude chez 320 sujets, par Prmzarn, R. Sonter et 
F. CHatyur. 


Etude « in vitro » de la motilité des polynucléaires. Sur 
Vinfluence exercée par des anesthésiques locaux et des 
hypnotiques, par M"° S. Bazin et A. DELAUNAY. 


Le métabolisme de dégradation du 2-3 butanediol et de l’acé- 
toine par les microbes. Cas de « Neisseria winogradskyi ». 
I. Etude de la 2-3 butanediol déshydrogénase, par J.-P. AuBERT 
et R. GAvARp. 


Effet de la cortisone sur l’infection expérimentale du cobaye 
vacciné au BCG, par P. R. Bryeoo. 


Culture du virus de la maladie de Carré. I. Essais de cultures 
sur membranes chorio-allantoides et sur tissus embryon- 
naires de poulet, par E. Lasrarcugs. 


LIVRE REQU 


T. 0. Caspersson. — Cell growth and cell function. 1 vol., 185 p., 92 fig., 
W. W. Norton Cy Inc., New-York, édit., 1950. Prix: 5 dollars. 


L’auteur étudie le métabolisme des protéines au cours des processus 
de croissance et de reproduction de la cellule. Ces modifications cyto- 
logiques sont mises en évidence par des techniques qualitatives. Les 
résultats sont obtenus en utilisant l’absorption de la lumiére par les 
différents constituants cellulaires. 

Les premiers chapitres donnent les techniques de la micro- 
spectrophotométrie, traitent des mesures du matériel biologique, des 
appareils et contiennent une discussion de l’interprétation des résultats. 
Le spectre électro-magnétique sur une coupe de 5 yw indique une 
absorption assez étendue, qui correspond & l’absorption des différents 
éléments de la cellule. La région des rayons X est caractérisée par 
Vabsorption de différents éléments. La région comprise entre les 
rayons X et les rayons ultraviolets de plus grande longueur d’onde 
montre une absorption caractéristique de la configuration atomique des 
molécules. Dans la région visible du spectre, l’absorption est caractérisée 
par la disposition des molécules dans la substance cellulaire. Dans la 
région des infra-rouges, l’absorption est fonction du comportement inter 
et intramoléculaire. L’auteur étudie la chimie du noyau et le métabo- 
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lisme des proléines au moyen des rayons ultraviolets de grande longueur 
d’onde et dans la région visible du spectre. Il combine la spectrophoto- 
métrie avec le microscope en vue d’une étude quantitative et quali- 
tative de la cellule. Le principe de la spectrophotométrie est de mesurer 
la quantité de lumiére de diverses longueurs d’onde transmise dans une 
substance..Si on connait le spectre d’absorption de quelques substances, 
il est possible de mesurer les caractéristiques de chacune d’elles par 
la comparaison du spectre d’absorption des substances mélangées. 
Souvent la courbe d’absorption d’une substance est typique, une ana- 
lyse qualitative est ainsi possible. L’absorption est fonction de la quan- 
tité de substance présente, ce qui peut permettre une détermination 
quantitative. 

Les chapitres IV et V. traitent de la formation des protéines dans la 


cellule normale, Au moyen du _ microspectrophotométre en ultra- 


violet, on peut déterminer avec précision la quantité de polynucléotides, 
d’acides aminés cycliques ; on arrive méme A distinguer le ribose, le 
désoxyribonucléotide. Pendant la division mitotique l’acide désoxy- 
ribonucléique est nécessaire pour la reproduction des génes et la zone 
hétérochromatique des chromosomes agit sur le métabolisme des acides 
nucléiques : |’auto-reproduction des molécules protidiques exige donc 
de l’acide nucléique. Mais l’acide nucléique joue aussi un réle dans 
la synthése des protéines du cytoplasme. Le noyau est 1’élément le plus 
important pour la reproduction des protéines dans la cellule. L’auteur 
croit que le nucléole y représente la partie la plus active. 

Les chapitres VI et VII traitent de la formation des protéines dans 
différents états pathologiques : tumeurs, infections bactériennes ou a 
virus (verrues, rage, poliomyélite, etc.). Au cours de la reproduction 
des virus soit dans le protoplasme (Molluscum contagiosum), soit dans 
le noyau (verrues), la région correspondant au virus contient une 
grande quantité de nucléotide. Les virus apparaissent comme des 
« parasites du systeme normal de la production des protéines dans la 
cellule-héte ». Chaque virus commence son activité par une stimulation 
de la formation des protéines dans les différentes parties de la cellule 
(nucléole, noyau, membrane nucléaire ou cytoplasme), production qui 
se poursuit jusqu’’ ce que le processus de synthése du virus soit 
achevé. 

En somme, le livre est une synthése fidéle de l’activité de l’auteur au 
cours des vingt derniéres années, activité consacrée a la cellule 
normale et a la cellule pathologique. PEAS 
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Cycle de Conférences sur 


QUELQUES PROBLEMES ACTUELS DE VIROLOGIE 
(22-23 mai 1953) 


PROGRAMME. 
Vendredi 22 mai: 

9 h. 45: Ouverture de la réunion. 

10 A 11 heures, professeur Frticxicer : Probleme de Vimmunisation 
contre la fiévre aphteuse dans la pratique. 

11 A 12 heures, professeur L’Hénirier : Le virus héréditaire de la 
drosophile. 

15 4 16 heures, D™ Catrrcne : Problémes aciuels concernant les virus 
de la grippe. 

16 4 17 heures, D™ Kennern Smiru : Le probléme de la latence et de 
Vinfection croisée dans les maladies & polyédres des insectes. 


Samedi 23 mai: 

10 4 11 heures, professeur Verce: Le probléme de lV’immunisation 
dans les maladies a virus des animaux. 

11 & 12 heures, D* Kirenesercer-Nopet : Les organismes du groupe 
de la pleuro-pneumonie, la phase L des bactéries et leurs relations 
possibles avec les virus. : 

15 4 16 heures, professeur Haupuroy : Les virus endormis. 

16 4 17 heures, professeur Liipine: Notions récentes sur l’épidémio- 
logie et l’immunité dans la poliomyélite. 

17 h. 30: Cléture de la réunion. 


Le professeur Prnso, de l'Institut Supérieur de la Santé de Rome, 
fera, le vendredi, 4 21 heures, une conférence avec projections sur : 
Attaque et démolition de la cellule bactérienne par les phages. 


Les conférences seront faites en frangais ou en anglais. Des résumés 
dans ces deux langues pourront étre remis aux auditeurs. 
Une discussion suivra chaque exposé. 


L’inscription au cycle de conférences est fizée & 15 francs suisses, 
payables a Lausanne. 

Pour les inscriptions et pour tous renseignements, s’adresser au 
professeur Hauduroy, 19, rue César-Roux, Lausanne. 


Le Gérant : G. Masson. 
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